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Resumen

La Orchidaceae requiere de una micorriza de vida libre para completar su ciclo de vida. A pesar de
gue la mayoria de sus miembros son epifitas tropicales y subtropicales, la presencia de micorrizas
ha sido poco investigada. El grupo mejor estudiado ha sido el de las orquideas terrestres, durante
décadas habia sido dificil evaluar la participacién del hongo durante la germinacién hasta que en
1993 Rasmussen y Whigham proponen un método de siembra y recuperacion in situ de semillas
de orquideas, esclareciendo el tiempo de germinacidn, asociacién, y establecimiento en el suelo. El
objetivo del presente estudio fue desarrollar una trampa que permitiera la siembra de semillas
maduras de la orquidea epifita Rhynchostele cervantesii para su posterior recuperacién in situ con
la consecuente micorrizacion. Se elaboraron 22 trampas con tela de nylon de 65 um y a cada una
se les colocd una esponja sintética con una muestra de semillas esparcidas sobre ella, Las trampas
fueron colocadas sobre foréfitos donde R. cervatesii habita naturalmente dentro de un darea del
Parque Nacional el Tepozteco. Del total, ocho trampas contenian semillas con hongos simbiontes,
en una de las trampas se encontraron cuatro protocormos aparentemente no inoculados, en dos
trampas se observaron semillas en distintitos estadios de micorrizacion desde que el enddéfito
pasaba a través del suspensor, ruptura de la testa y protocormo; en una trampa se encontrd un
protocormo necrosado y con la presencia de hongos, en cuatro trampas se los hongos estaban
asociados a la superficie de la testa de las semillas. Las principales ventajas que demostrd, esta
nueva técnica, es que puede copiar ciertas caracteristicas de su entorno; asi como mantener un
mayor contacto con la superficie irregular del fordfito, es importante mencionar que no hay
reportes sobre la micorrizacién in situ de esta especie endémica y amenazada. Por otro lado, este
estudio es uno de los pioneros a nivel mundial que realiza el trampeo de una orquidea epifita. Se
aislaron y purificaron hongos a partir de las trampas asi como de plantulas recolectadas de la
zona, de los nueve indéculos que se probaron bajo condiciones in vitro con semillas y protocormos
solo dos resultaron ser micorrizicos, uno de los cuales estimula la ruptura de la testa pero es
patdgeno con los protocormos, mientras que la otra cepa no inocula a las semillas pero es un
endofito de protocormos, concluyendo que la especificidad no es la misma bajo condiciones in
vitro que in situ y que Rhynchostele cervatensii emplea una micorriza especifica para su
germinacidn asi como de cierta flora fungica estacional para su supervivencia en campo.

Palabras clave: Orquidea, Epifita, Semillas, Micorriza, Trampeo.



1.0 ®» INTRODUCCION ®

En la naturaleza las orquideas requieren de una
micorriza de vida libre para compensar Ia
carencia de reservas de nutrientes (endospermo),
estimular la germinacion de las diminutas
semillas parecidas a polvo y el desarrollo de
plantulas (Clements, 1988). Después de haberse
liberado de la capsula las millones de semillas
son dispersadas por el viento cubriendo
considerables distancias (Fig. 1.) (Rasmussen,
1995) hasta que eventualmente se instalan en un
sustrato adecuado (como la hojarasca, materia
organica en descomposicidn presente en el suelo,
o bien las ramas y troncos de los arboles) que
alberga una micoflora diversa donde las hifas de
ciertos grupos de hongos, especialmente
basidiomicetos del grupo de las Rhizoctonias
(Zelmer & Currah, 1995) que entran en contacto
con la semilla de la orquidea y colonizan (6 | Figura 1. Fotografia de fruto
infectan) al embrion formando ovillos | dehiscente de Orquidea donde se
intracelulares conocidos como pelotones | aprecia la dispersion de las semillas.

(Peterson et al., 2004); mas tarde estos pelotones
son digeridos de manera controlada por el embridn liberando agua, carbohidratos,
vitaminas, minerales y hormonas que promueven su desarrollo. Durante la vida de la
orquidea hasta la talla adulta la digestidon del hongo puede permanecer activa o inactiva
(Rasmussen, 2002) suplementando o reemplazando la fotosintesis (Hadley & Pegg, 1989;
Rasmussen, 1995; Zettler, 2005). Por otra parte las orquideas pueden utilizar diferentes
grupos taxonémicos de hongos que son diferentes a los que inicialmente promueven el
desarrollo del protocormo en una especie de sucesién fungica (Dijk et al., 1997). Este
proceso de “alimentarse” de hongos (Micotrofia) es aparentemente unico en la
Orchidaceae y ha contribuido al éxito evolucionario de la familia (Rasmussen, 1995, 2002;
Taylor et al., 2003). No obstante esta dependencia a la micotrofia hace a la Orchidaceae
muy vulnerable comparada con otros grupos de angiospermas, esto debido a que sin el
hongo las orquideas no pueden completar su ciclo de vida. La introduccién de un método
de siembra y recuperacion in situ de semillas de orquideas propuesto por Rasmussen y
Whigham (1993), ha contribuido a entender los requerimientos de las orquideas de




habitos terrestres, esto
a pesar de que la
mayoria de los
miembros de la familia
son epifitas tropicales y
subtropicales, siendo
sus interacciones
micorrizicas poco
investigadas (Otero et al
2002; Nontachaiyapoom
et al, 2011). Una gran
proporciéon de especies
de orquideas son “raras”
(endémicas) y se
encuentran en peligro
de extincibn  como
resultado directo 6
indirecto de las
actividades humanas
incluidas la recoleccion
(Fig.2), destruccién vy
degradacion del habitat,
pérdida del polinizador y
compaineros  fungicos
(Batty et al., 2002; Cribb

et al., 2003; Zettler et
al., 2003). El gran
potencial de pérdida
de especies de
orquideas ocurre en los
trépicos, donde la diversidad de especies de orquideas es elevada, mientras que su
estudio es minimo (Batty et al., 2002; Cribb et al., 2003). Rhynchostele cervantesii (La
Llave & Lex.) es una orquidea pequefa epifita de hasta 30 cm de alto, incluyendo la
inflorescencia, es endémica del eje Neovolcanico Transversal (México) y una porcién de la
Sierra Madre del Sur, en Michoacdn, México, Morelos y Guerrero. Actualmente se le
considera amenazada en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010. El
objetivo del presente trabajo de tesis fue utilizar una trampa in situ para obtener
micorrizas que inoculan semillas de Rhynchostele cervantesii, dentro de un area del
Parque Nacional el Tepozteco en el estado de Morelos, y posteriormente aislarlo y
purificarlo in vitro.

Figura 2 .Vendedora informal de orquideas; muchos de los especimenes
en estos establecimientos, pueden ser especies en peligro de extincion o

incluso ser desconocidas para la ciencia. Tomado de Facebook AMO.
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2.0 ANTECEDENTES.

2.1 ¥ INTERACCIONES MICORRIZICAS R

Uno de los fendmenos mds interesantes en biologia es aquel conocido como la simbiosis,
el término simbiosis (del griego: ouv, syn, ‘con’; y Bilwoalg, biosis, ‘vivir') cominmente
describe interacciones estrechas y a largo plazo entre diferentes especies bioldgicas. El
término fue acuiado por primera vez en 1879 por el micélogo aleman, Heinrich Anton de
Bary, quien lo definia como “la convivencia de diferentes organismos”. Algunos cientificos
restringen el término simbiosis sélo a las interacciones de beneficio mutuo (mutualismo)
(Lewis 1985; Paracer & Ahmadjian, 2000), sin embargo esta engloba otras interacciones
biolégicas como el comensalismo, parasitismo, etc. (Parniske, 2004; Douglas, 2010).

La definicién mdas amplia y universal de simbiosis, se aplica a las micorrizas como: “la
convivencia de dos o mds organismos” (Lewis, 1985; Smith & Read, 1997). El término
micorriza, que literalmente significa Hongo-Raiz fue usado por primera vez por el
patdlogo forestal aleman Frank en 1885, quien aseguraba que la interaccién entre planta
y hongo era un requisito necesario para la nutricion de ambos socios (Trappe, 2005).

Recientemente las micorrizas se han definido como asociaciones entre hifas fungicas y los
organos de absorcidn presentes en el suelo de las plantas superiores (Harley & Smith,
1983). Por otra parte las micorrizas

Beneficio para el Hongo se han categorizado y definido solo

como asociaciones mutualistas; este

+ tipo de definiciones tienen poco

valor debido a que excluyen otros

tipos de asociaciones, incluyendo las
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o toda la diversidad de micorrizas, sin
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- Y + simbidtica esencial para uno o
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vida especializada en el suelo y la

planta) y una raiz (u otro dorgano de contacto con el

Figura 3 Relaciones simbioticas

entre plantas y hongos extraido

de Brundrett (2004) | 3



sustrato) de una planta viva, de la cual es principalmente responsable para la
transferencia de nutrientes. La micorriza ocurre en un organo especializado de la planta
donde el mds intimo contacto da como resultado una sincronizacion entre el desarrollo de
la planta y el hongo.

Para evitar los problemas derivados del uso inconsistente entre simbiosis y mutualismo
Brundrett (2004) propone el siguiente diagrama que explica las interacciones entre los
hongos y las plantas de acuerdo a un modelo de costo-

beneficio (Fig.3).

+ Beneﬂcio%araelHongo +
i ; i = Dafio
El eje vertical representa el beneficio (+) y el dafio para el parala
hongo (-), mientras que el eje horizontal representa el Planta ;
beneficio (+) y dafio para la planta (-) (Fig. 4).

Dafio para el Hongo

Figura 4

1) Micorrizas equilibradas
Beneficiopara el Hongo

El término se ha propuesto a una simbiosis de
tipo mutualista (+,+) o reciproca en donde el -
flujo bidireccional de nutrientes se produce

para ambos organismos dando como resultado
un equilibrio dinamico. Asi, el equilibrio de los
costos versus los beneficios pueden cambiar

Equilibrada

para favorecer mds a uno de los socios, sin

+
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Planta

embargo a largo plazo tenderdn a ser mas Dano Beneficio
e . . . parala > parala
equitativos; en este tipo de micorriza se  panta Planta

observa que las plantas y los hongos se asocian

de manera selectiva (Brundrett, 2002).

- v g

2) Micorriza Obligada .
Dafio para el Hongo

Las  asociaciones  simbidticas  incluyen .

) i i o ) Figura 5
organismos que se ven obligados necesariamente a ser simbiontes de ciertos
hospederos ya que de lo contrario no llevarian a cabo sus funciones bioldgicas. Existen
especies de plantas que se benefician obligatoriamente de las micorrizas para su nutricién

a través de la amplia gama de los niveles de fertilidad en el suelo, en algunos casos el



beneficio de la micorriza disminuye a medida que la fertilidad del suelo aumenta oy
viceversa (Clapperton & Read, 1992; Gange, 1999).

3) Micorriza Facultativa

Por otro lado existe la simbiosis facultativa en la cual el simbionte es capaz de llevar a
cabo una vida independiente de su hospedero (Starr, 1975; Cook, 1977), sin embargo
depende de las condiciones externas (Brundrett, 1991).

Experimentos muestran que cuando los niveles de fosforo del suelo son relativamente
bajos, las plantas suelen desarrollar raices largas y estrechas y altamente ramificadas con
lo cual aumentan o reducen la capacidad de que el hongo proporcione ciertos beneficios
(Koide & Schreiner, 1992). Por otro lado los niveles de humedad, aireacién y textura del
suelo pueden regular la colonizaciéon de las micorrizas en estas plantas (Cantelmo &
Ehrenferd, 1999; Beck-Nielsen & Madsen, 2001) (Fig. 5).

Beneficio para el Hongo
B A
4) Parasitismo

La contraparte de estas asociacién son
las asociaciones de tipo patégenas en

donde el hongo no transfiere ninglin  pafo

Beneficio
nutrimento, el desarrollo no es g?;::t': ~-< —>> gf;:::
coordinado y se utiliza al hospedero +
como fuente de energia ocasionandole T - Y -
una enfermedad (Cook, 1977) (Fig. 6). Dafio para el Hongo

Figura 6
5) Actividad endofitica
Beneficiopara el Hongo
_+ t,
El endofitismo puede ser definido como las
asociaciones asintomaticas de organismos g
vivos que crecen dentro de los tejidos vivos de 3
la planta (Wilson, 1995; Stone, 2000;). Muchos ;
hongos pueden colonizar rapidamente el tejido  Dafo Beneficio
cortical sin causar enfermedades, esto incluye ETJﬁt': -<— > Ef;:::
hongos patdgenos o necrotréficos con fases

Dafio para el Hongo

Figura 7



latentes, asi como hongos beneficiosos que ofrecen proteccidn contra patégenos. Existe

desincronizacion entre el desarrollo de la planta y el hongo, asi como una ausencia en la

transferencia de nutrientes por lo que las plantas se benefician indirectamente de los

endofitos o bien pueden ser perjudicadas por ellos (Saikkonen et al., 1998)(Fig. 7).

6) Micorrizas Explotativas

Son consideradas como la cumbre de
la evolucion de las micorrizas, en

donde las plantas tienen la tendencia +

de tomar el control del hongo
micorrizico, en esta asociacion la
planta carece de clorofila, su relacidn Dafio
con el hongo es altamente especifica  parala
y dependiente, lo que se denomina Planta
como micoheterotroéfia (Leake, 1994;
Bidartondo & Bruns, 2001; Brundrett, -
2002; McKendrick et al., 2002). El
intercambio de nutrientes en esta

asociacion es unidireccional debido a
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Figura 8

que la planta toma todo lo que necesita del hongo sin proporcionar una contribucién

significativa, por lo que esta relacion es vista como la inversa entre las plantas superiores

y los hongos parasitos (planta explotadora y hongo explotado 6 aprovechado) también es

conocida por el nombre de epiparasitica (Furman & Trappe, 1971; Leake, 1994; Taylor &

Bruns, 1999) (Fig.8)
7) Plantas no micorrizables

Las plantas sin micorrizas tienen raices
altamente resistentes a la colonizacién de los
hongos, por lo que no forman asociaciones
funcionales (Brundrett, 2002).

8) Alelopatias (Antagonismos)

Son asociaciones oportunisticas entre hongos y
plantas no hospederas, o bien entre plantas
gue no requieren dicha micorriza. Y que es
interpretado como un antagonismo en el cual

Daiio
parala
Planta
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se causa dano a algun organismo sin ganar un beneficio (Brundrett, 2004) (Fig. 9).



2.2 ™ IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LAS MICORRIZAS (R

La simbiosis entre un hongo y una planta es tan antigua que supone el éxito de las plantas
para colonizar ecosistemas terrestres (Selosse & Le Tacon, 1998), la evidencia fésil apunta
a que los hongos colonizaron los ecosistemas terrestres en el proterozoico hace
aproximadamente 1.500 millones de afios (Wang et al. 1999), mucho antes que los
primeros organismos fotosintéticos lo hicieran (Gehrig et al. 1996, Evans & Johansen,
1999; SchiiBler & Kluge, 2000). Cuando las primeras plantas terrestres aparecieron fueron
colonizadas por hongos pardsitos, saprofiticos 6 superficiales del suelo. Los hongos
saprofiticos son los mejores candidatos debido a que poseen las enzimas requeridas para
penetrar en la pared celular de las plantas (Taylor & Osborne, 1996). Eventualmente, la
primera etapa de la evolucién sugiere que estas primeras micorrizas eran de habitos
enddfiticos, ya que con esta especializacion los hongos evadian la competicion,
depredacion y parasitismo de otros organismos del suelo. Las primeras plantas crecian a
plena luz del sol, con lo cual eventualmente se producian compuestos de carbono que se
acumulaban como exudados en el suelo. Por otra parte estas plantas se encontraban a
una atmosfera mucho mas rica en concentraciones de CO, que hoy dia y los tejidos de
estas plantas eran altamente permeables al agua y nutrientes lo que las hacia mas
atractivas para los hongos. Probablemente la primera micorriza enddfitica proporciond o
no un pequefio beneficio a su hospedero. Eventualmente la seleccion natural favorecio a
plantas y hongos que eran mas eficientes y especializados en la obtencién de energia
(Mora et al, 1996, Raven & Edwards, 2001). Las asociaciones micorrizicas son
cosmopolitas por su presencia en la mayoria de los habitats naturales, se ha reportado
gue la mayoria de las plantas terrestres tienen asociaciones con hongos, cerca del 80% de
las especies terrestres y el 92% de las familias de plantas muestran tener asociaciones
micorrizicas (Wang & Qiu, 2006).

El hongo ademas de mejorar la nutricién comprende otras interacciones especificas. Se ha
reportado que las micorrizas contrarrestan los patdgenos provenientes del suelo, lo
anterior estd demostrado al comparar plantas micorrizadas contra no micorrizadas (Marx
1972). Ademas estan involucradas en la proteccidn contra el estrés causado por la pérdida
de agua ocasionada por la sequia (Auge 2001), ya que los niveles de fitohormonas



(Brundrett 1991, Smith & Read 1997), pueden causar crecimiento y cambios en la
arquitectura de la raiz, tejido vascular, etc. (Miller et al. 1997).

Ayudan al crecimiento y establecimiento de plantulas, por lo que la diversidad flungica es
un bio-indicador de la calidad del medio ambiente (Hogberg et al. 1999, Horton et al.
1999).

Tienen un papel importante en la transferencia y ciclo de nutrientes, ayudando a prevenir
pérdidas en el sistema (Lussenhop & Fogel, 1999). Contribuyen al almacenamiento de
carbono en el suelo mediante la alteracién de la calidad y cantidad de materia organica
(Ryglewicz & Andersen 1994).

Las micorrizas influyen en las poblaciones microbianas del suelo mediante exudados en la
micorrizosfera (Bansal & Mukerji 1994, Olsson et al. 1996, Andrade et al., 1998). Las hifas
micorrizicas son una fuente importante de alimento para invertebrados en el suelo (Setala
1995).

Por ende, relaciones simbidticas son importantes para entender la evolucién vy la
conservaciéon de la mayoria, si no es que de todos los organismos (Jordano, 1993; Pellmyr
et al. 1996; Kawakita & Kato, 2004).

2.3 ¥ CLASIFICACION MORFOLOGICA DE LAS MICORRIZAS (R
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ectendomicorrizas (Peyronel et al., 1969). Estos tres tipos de clasificacidn son insuficientes
para describir la diversidad de las asociaciones micorrizicas. Harley & Smith (1983)
reconocieron siete tipos que, en su mayor parte, todavia comprende la clasificacién
generalmente aceptada; principalmente, por describir los procesos anatdémicos
involucrados en las plantas hospederas. Estos incluyen Ectomicorrizas, Endomicorrizas,
Ectendomicorrizas, Micorriza Arbutoiode, Micorriza Ericoide, Micorriza Monotropoide vy
Micorriza Orquideoide.

1) Ectomicorrizas (ECM): La funcion de diagndstico de las ectomicorrizas es la
presencia de hifas entre las células corticales de la raiz que producen una
estructura reticular llamada red de Hartig (Scheidegger & Brunner, 1993). Las hifas
de la red de Hartig envuelven por completo a las células hospederas brindandole el
maximo contacto entre el huésped y el hongo. La red de Hartig exhibe un modelo
de crecimiento laberintico complejo con estructuras parecidas a dedos
denominadas palmetas e hifas raramente septadas (Blasius et al., 1986).

Los hongos que forman ectomicorrizas incluyen alrededor de unas 6,000 especies
de basidiomicetos que incluyen a las Amanitaceae, Boletaceae y Rusulaceae,
ademas incluye a algunos Ascomicetos y Zigomicetos lo que los hace un grupo
polifilético; se asocian a Gimnospermas y Angiospermas. (Hibbert et al., 2000;
Moncalvo et al., 2000).

2) Endomicorrizas: Crecen dentro de las células corticales y no forman un manto
alrededor de la raiz, si no que las hifas fungicas se establecen entre las células del
cortex y con frecuencia entran en ellas.

Micorrizas Arbusculares (MA): Es un miembro de las endomicorrizas. El criterio
para definir una MA es el desarrollo de arbusculos altamente ramificados dentro
de las células corticales. El hongo inicialmente crece en las células corticales, pero
pronto penetra en la pared de la célula huésped y se desarrolla dentro de la célula.
A medida que el hongo se desarrolla, la membrana de la célula huésped invaginay
envuelve al hongo, creando un nuevo compartimento donde se deposita el
material de complejidad molecular elevado. Este compartimento apoplastico evita
el contacto directo entre el citoplasma de la planta y el hongo y permite la
transferencia eficiente entre los simbiontes. Los hongos que forman MA se
clasificaron como miembros del orden Glomales (Morton, 1988), que se subdividid
en subdrdenes basados en la presencia o ausencia de vesiculas, sin embargo,
puesto que una porcidn importante de estos hongos carece de la capacidad de



3)

4)

5)

6)

formar vesiculas en las raices MA es ahora el acrénimo preferido (Cavagnaro et al.,
2001).

Los Glomales son considerados como un antiguo linaje que divergié mucho antes
que las micorrizas existieran como tal (Redecker et al., 2000, ShiBler et al., 2001),
es un grupo monofiletico, colocados en los Zigomicetos, orden Glomales con los
géneros Glomus, Acaulospora, Scutellospora, Gigaspora, Paraglomus vy
Archeospora. Estos hongos no se asocian con especies vegetales especificas, pero
tienen una efectividad diferencial (Morton & Redecker, 2001).

Ectendomicorrizas: Las ectendomicorrizas forman estructuras tipicas de las ECM,
excepto que el manto es delgado o no existe, y las hifas de la red de Hartig pueden
penetrar en las células de las corticales de las raices. La ectendomicorriza es
remplazada por ECM cuando la plantula madura.

Micorriza Ericacea. El término Ericacea se aplica a las asociaciones micorrizicas que
se encuentran en los Ericales. Las hifas muestran habito endomicorricico, sin
embargo no se forman arbusculos. Se han descrito tres formas principales de
micorrizas Ericaceas:

Micorriza Ericoide (MER): Las células de la corteza interna se compactan con hifas.
Una vesicula de hifas crece en la superficie de la raiz, por lo que un manto
verdadero no se forma. Por lo general este tipo de micorrizas se asocian a plantas
como Empetraceae y Empacridaceae que cuentan con sistemas radiculares muy
finos que crecen en suelos acidos y turbosos. Se incluyen en un grupo de
Ascomicetos que no forman micorrizas con otras plantas vasculares (Smith & Read,
1997).

Micorriza Arbutoide: En este tipo de asociacion se muestran caracteristicas de
ECM y endomicorrizas. La penetracion intracelular ocurre, se forma un manto y la
red de Hartig estd presente. Las plantas hospederas son los géneros Arbutus,
Pyrola y Arctostaphylos, la mayoria de estos hongos son Ascomicetos y
Basidiomicetos.

Micorriza Monotropoide: En esta asociacién, los hongos involucrados son
Ascomicetos y Basidiomicetos como Pterospora, Sarcodes, etc. que colonizan
plantas aclorofilas de la Monotropaceae, se produce la de la red de Hartig y el
manto. Estos mismos hongos forman asociaciones de tipo ECM con arboles
cercanos, formando asi un enlace a través del cual los nutrientes de carbono vy
otros pueden desviarse de la planta autotréfica a la micoheterotrofica (Robertson
& Robertson 1982, Castellano & Trappe 1985, Bidartondo et al. 2001).
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24 » MICORRIZA ORQUIDEOIDE

En esta categoria se incluyen las asociaciones entre las orquideas y sus micorrizas. Estos
hongos se caracterizan por entrar en las células vegetales por invaginacion de la
membrana celular y formar estructuras muy elaboradas conocidas como pelotones dentro
de las células del protocormo vy la raiz. Estos pelotones estan activos solo por unos pocos
dias, después de lo cual pierden turgencia y degeneran, liberando un contenido de
nutrientes que es absorbido por el desarrollo de la orquidea (Rasmussen, 1995; Brundrett,
2002; Peterson & Massicotte, 2004).

La micorriza de las orquideas aparecié hace aproximadamente 100 millones de afios atras,
evolucionaron a partir de un ancestro versiculo arbuscular con una asociacién parcial y
explotada. La evolucion de las micorrizas de orquidea esta ligada a una especializacién
extrema debido a que las pequefias y abundantes semillas son dispersadas en ambientes
especializados y fragmentados (Benzing & Atwood, 1984; Rasmussen, 2000). Sus semillas,
tipo polvo, se consideran plenamente dependientes de la micorriza (micoheterétrofas, en
una asociacién totalmente explotativa) aunque algunas al llegar a la etapa adulta pueden
ser autdtrofas (Hadley, 1982; Rasmussen, 1995). Molvray y colaboradores (2000)
demostraron que la micoheterotréfia en la Orchidaceae evoluciond aproximadamente
veinte veces madas como grupo vegetal que todo el resto de familias de plantas
combinadas. Lo cual sugiere que las orquideas tienen una gran tendencia a la coevolucion
y que han evolucionado mads rapido y desarrollado novedosas estrategias que otras
familias de plantas (Molvray et al., 2000).

A principios del siglo XIX comenzaron a realizarse los primeros estudios acerca de las
orquideas y las micorrizas. Link, en 1824, observé las asociaciones de estos hongos con las
orquideas, en 1840 examiné un protocormo de Goodyera procera en el cual pudo
vislumbrar que las células contenian cierto material fungico (Fig. 11).

11



Figura 11. Primeros dibujos de las orquideas y sus micorrizas hechos por Heirich Friedrich

Link (A). Plantulas y semillas de Oeceoclades maculata germinando (B). ( La secuencia

es g,a,c,h,j,b,e.f,i, k; d corresponde a la seccion transversal de una raiz). (Yam & Arditti,
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Reissek, en 1847, estudié numerosas plantas llegando a la conclusion de que los hongos
presentes internamente en las células corticales de las raices de la mayoria de las plantas
con flores era un fendmeno muy comuin en la naturaleza, este estudio incluyé a
orquideas, tanto nativas como exdticas; por ejemplo, descubrié que en Orchis morio el
hongo se encontraba presente en casi todas las células corticales, mientras que en las
especies tropicales las masas fungicas se arreglaban de manera simple en la periferia.
Llegando a la conclusién de que la presencia de los hongos es mas abundante cuando las
raices se encuentran bajo tierra, menos usual en aquellas arregladas de manera
superficial y muy raras en raices aéreas expuestas a la luz.

Reissek intentdé extraer el hongo de las raices; pero en aquel tiempo las técnicas eran
imperfectas y solo pudo obtener un hongo llamado Fusisporium endorhizum,
probablemente una de las especies saprofitas mas comunes de Fusarium en el suelo; sin
embargo, logré describir el proceso de infeccidén del hongo con las raices de las orquideas.,
observando que el hongo usualmente entra a la raiz a través de los pelos radicales, o en
alguna porcion de la capa pilifera. La hifa pasa atravesando las capas mas externas a las
menos externas llegando a una zona definitiva en donde alcanza su maximo desarrollo,
rapidamente se difunde y rellena a las células. Sin embargo el hongo nunca infecta el
cilindro central ni tampoco el punto de crecimiento o meristemo de la raiz.

Desde sus primeros trabajos Reissek observé que el hongo cambiaba de su forma original
a una masa amorfa amarilla
al estar en contacto con
ciertas células (Fig.12),
Wahrlich en 1886 constaté
el mismo fenémeno tras
examinar 500 especies de
orquideas tanto exdticas
como nativas de Moscu, en
aquella época  Magnus
(1800) quien trabajé con
Neottia dio una clara
descripcién de la
metamorfosis, distinguio
dos tipos de células

infectadas las cuales Figura 12. Corte transversal de raiz de Cypripedium guttatum

en donde se puede apreciar la hifa fangica (A) del peloton intacto

(B). (Richard et al., 2005).
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sostuvo que no eran estados de transicién.

El primer tipo lo llamo “Verdauungszellen” 6 células de digestidon en la cual el hongo
degeneraba; mientras que a las otras las llamo “Pilzwirthszellen” en las cuales el hongo se
alojaba en el interior de la célula a modo de hibernacién.

Antes de que una hifa entre a una célula huésped el nucleo de esta ultima aumenta de
tamafio, aparentemente el almidén desaparece de las células, los nucleos vecinos de la
hifa se hipertrofian, convirtiéndose en una forma modificada, donde la influencia del
micelio es mayor, el nucleo se torna ameboideo y en algunos casos se desintegra (esto
puede ser interpretado como una accion parasitaria por parte del hongo). Mientras que
las células de digestion son claramente reconocibles por tener una masa degenerada que
ocupa mas de la mitad que llena a la célula donde posteriormente el nucleo se torna
ameboideo con pseuddpodos externos que atacan a las hifas, Las hifas solo se obscurecen
ligeramente y aumentan de diametro hasta aproximadamente el doble y también de
longitud, gradualmente van perdiendo su contorno hasta que no pueden distinguirse. El
victorioso nucleo asume su forma redonda, volumen normal y se reconstituye mientras el
enddfito se reduce a un grupo amorfo de color amarillo con un contorno impreciso y esta
absolutamente desprovisto de vida (rodeado por una membrana de celulosa). Parece que
a medida que la edad de la raiz aumenta van desapareciendo las células de digestion vy
cuando aparecen nuevas células de digestion en las raices jovenes el hongo vuelve a
colonizarlas un fenémeno muy similar que se puede apreciar en los estadios de plantula.

En algunos estudios (Dangeard & Armand , 1898), se observa una clara distinciéon entre
las zonas mas externas del cértex donde usualmente se encuentran las células hospederas
y el cértex mas interno donde las hifas pueden sobrevivir, proliferar y digerir o ser
disueltas; sin embargo, esta distincidn no siempre es clara, es posible que la zona de
colonizacién dependa de factores estacionales, de crecimiento o bien ciertas especies
tengan tejidos especializados que prolonguen su funcién micoheterotréfica (Fuchs &
Ziegenspeck, 1927). Cuando el meristemo radical se elonga deja detrds un gradiente de
maduracion en el tejido, podemos encontrar células que inicialmente contenian una
reserva muy rica en almidén, posteriormente las células van degradando el almidén y
gueda una zona con células muy vacuoladas y sin almiddn, estas células son ocupadas por
pelotones vivientes y finalmente la lisis tiene lugar (Burgueff, 1936; Dangeard & Armand,
1898). Burgueff, en 1936, observd que el hongo podia pasar de tejido maduro a tejido
joven muy probablemente el hongo tiene la capacidad de mover el almiddn a su antojo;
sin embargo, la hifa pasa a través de las paredes celulares sin fracturarlas este mismo
fenomeno fue observado por Peterson y Currah (1990). El hongo en un cultivo puro es
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capaz de sintetizar varias enzimas, lo cual sugiere que el hongo es capaz de usar dichas
enzimas para penetrar en las células hospederas.

Tradicionalmente se han reconocido dos tipos histolégicos de micorrizas en orquideas:
“tolypophagica”, encontrada en la mayoria de las orquideas (la cual ha sido la mejor
estudiada bajo microscopia electrénica), y “ptyophagica” encontrada en orquideas
micoheterotroficas tropicales. De acuerdo con Burgeff (1936) la ptyophagia se caracteriza
por la deformacidn y la lisis intracelular ocasionada por las puntas de las hifas y el material
fungico es vertido en la interface entre el plasmalema hospedero y la pared celular del
enddfito, es un proceso continuo en el cual las hifas que se escapan del tejido elaboran
nuevos materiales accesibles para su hospedero. En la tolypophagia el endéfito forma
unos ovillos bien definidos conocidos como pelotones, principalmente en las células
inoculadas y antes de que la lisis tenga lugar. La tolypophagia se caracteriza por la
sucesiva formacién de pelotones, lisis y reinoculacidon. La evidencia disponible de la
micrografia de electrones sugiere que la descripcién de Burgeff de 1936 deberia de ser
modificada, no obstante todavia hay dudas si existen diferencias marcadas entre los
patrones de la ptyophagica y tolypophagica a nivel histolégico (como la formacién de
canales de pasaje) y los procesos ultra estructurales de digestién (tubos endociticos,
pinocitosis de fragmentos de pared de la hifa). Algunas de estas diferencias podrian ser
propiedades del micobionte en cuestion, por lo que la ptyophagia incrementa la
diversidad de las interacciones entre los hongos y la plantas, de una manera excepcional
qgue merece estudios posteriores (Rasmussen, 2002).

Se ha demostrado que las hifas estdn confinadas a ciertos tipos celulares con cierto
contenido de ADN, aparentemente son incapaces de extenderse a células mitéticas,
células que contengan taninos, rafidios, cristales o mucus; pueden encontrarse en el
cortex de raices, rizomas, tubérculos, cormos y protocormos (Williamson, 1970). Las
células que no son inoculadas contienen mas dictiosomas y etioplastos mas largos que
aquellas células inoculadas (Borris et al., 1971). Las células inoculadas tienen un desarrollo
pobre de plastidios pero contienen un gran numero de mitocondrias, ribosomas y un
abundante desarrollo de reticulo endoplasmatico (Dorr & Kollmann, 1969; Barroso et al.,
1986b). Parece que la hifa invasora establece un estrecho contacto con el nucleo en cada
una de las células que atraviesa. Poco antes de la invasion, el nlcleo de la planta se mueve
hacia las células adyacentes inoculadas (Burgeff, 1909; Rasmussen, 1990).

Hadley y colaboradores (1971) observaron bajo microscopia electrénica la pared fungica
de un cultivo puro notaron una capa interna densa de electrones y una capa externa
delgada y transparente, pero cuando el hongo se encuentra dentro de la orquidea la capa
interna es claramente visible, mientras la capa externa algunas veces parece compacta y
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en otras ocasiones la estructura se pierde (Strullu & Gourret, 1974). Algunos
investigadores sugieren que esta capa gruesa se convierte en la matriz de interface en
etapas posteriores de la infeccion (Nieuwdorp, 1972; Barroso et al, 19862) El punto de
vista predominate es que el material de interface es producido por la planta en lo mas
interno del protoplasto y exportado en vesiculas que liberan sus contenidos fusionandose
con el plasmalema (Barroso et al., 1988). La matriz de interface, se produce en otras
plantas con micorrizas y es un elemento extremadamente importante en la transferencia
de nutrientes, particularmente desde que la pared del enddfito esta constituida de
precursores de carbohidratos que estdn disponibles para la demanda de carbdn del
companero (Duddridge, 1985).

La invasidn de la hifa esta acompanada por una mayor actividad de polifenol oxidasa (Pais
& Barroso, 1983; Barroso et al., 19862). Se ha demostrado que la polifenol oxidasa se
encuentra primero en el citoplasma del hongo y después en el espacio interfacial (Barroso,
1988). Blakeman y colaboradores (1976) encontraron que la polifenol oxidasa, acido
ascorbico oxidasa y catalasas se quintuplicaban una hora después de que las plantulas son
inoculadas, pero este analisis no explica si las enzimas provienen de la planta o del
endofito.

En las infecciones tolypophagicas, el plasmalema del hospedero se aleja frontalmente de
la hifa invasora, formando una enorme membrana de secuestracion, en donde la hifa se
ramifica y enrolla para formar un denso pelotén que atraviesa el citoplasma y la vacuola
central, ocupando casi todo el lumen celular (Dorr & Kollman, 1969; Hadley et al., 1971;
Nieuwdorp, 1972). Cada hifa se ramifica por un tubo de plasmalema del hospedero, el cual
estd revestido por una capa de citoplasma vegetal, donde los entrelazados de hifas
atraviesan la vacuola, las hifas se ramifican en una extensién del tonoplasto, marcando
una distancia lo mas corto posible entre la pared de la hifa y el lumen de la vacuola alguna
veces se da la impresion de que la vacuola se divide en porciones mas pequefias (Hofsten,
1973) que forman un sistema de laberintos, aunque algunas de estas porciones derivan
del reticulo endoplasmatico (Borris et al., 1971).

El plasmalema vivo de la hifa del pelotdn indica que se secretan sustancias por medio de
vesiculas que se fusionan con la membrana, desde que el plasmalema es extremadamente
irregular y ondulado, los excesos de membrana son aparentemente guiados a la vacuola
(Hadley et al., 1971).

Evidentemente la formacién de un nuevo pelotdn estd asociado a un alto rango de
crecimiento de la hifa sobre el sistema de membranas del hospedero, sin embargo esta
etapa de transicion no ha podido ser observada en algunos de los estudios de microscopia
electrénica (Rasmussen, 1995). El plasmalema vegetal con un pelotén maduro aparece de
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una forma ondulada e irregular lo cual indica que un gran numero de vesiculas se
fusionaron con la membrana (Borris et al., 1971; Nieuwdorp, 1972; Strullu & Gourret,
1974).

El citoplasma de la hifa se recarga con glicégeno, tanto en el cultivo puro como cuando
crece dentro de la planta (Hofsten, 1973; Strullu & Gourret 1974; Barroso et al., 19862) la
acumulacién de glicogeno es particularmente notable en células dilatadas parecidas a
células molinoides formadas en el cultivo puro (Rasmussen, 1990).

Los nucleos de las células de digestion estdn sometidos a cambios dramaticos,
considerados principalmente como una alta actividad metabdlica. Poco antes de que la
célula sea inoculada el nucleo se hipertrofia con un contorno irregular y se eleva el nivel
de ploidia (Williamson & Hadley, 1969). Antes de la infeccion la célula normalmente
contiene un nucleo (raras veces dos nucléolos) sin cuerpos nucleares; después de la
inoculacién se pueden apreciar mds de cuatro nucléolos a menudo vacuolados y se
producen cuerpos nucleares adyacentes a cualquier nucléolo 6 membrana nuclear. El
nucleo comienza a producir considerables cantidades de enzimas para la sintesis de RNA,
por lo que es posible que estos cuerpos nucleares funcionen temporalmente como RNA
mensajeros, acumulandose antes de que se exporten al citoplasma (Barroso & Pais, 1990).

El reticulo endoplasmatico esta asociado a una alta produccién de enzimas hidroliticas (en
especial acido fosfatasas) que se incrementan durante la inoculacion (Williamson, 1973;
Barroso 1988). Los acidos fosfatos se producen en el lumen del reticulo endoplasmatico
rugoso, a medida que su concentraciéon aumenta son expulsados del plasmalema, en la
interface, donde se encuentra viva la hifa, estas enzimas son detectadas por las paredes
del hongo y a medida que las concentraciones en el lumen disminuyen, es el momento en
el cual la hifa se autolisa; sin embargo, no se descarta el hecho de que algunas enzimas
exdgenas participen en la degradacién de la membrana de la hifa en una etapa avanzada
(Hadley & Pegg, 1989). El contenido de enzimas digestivas es mucho mas elevado en los
tejidos inoculados que aquellos no inoculados, y su localizaciéon histoquimica implica
peroxidasas, glutamato deshidrogenasas, esterasas, asi como malato deshidrogenasas en
la lisis de los pelotones (Senthikumar et al., 2000).

La pared interna del enddfito puede desarrollar protuberancias que son bastante gruesas
y abultadas (Hadley et al., 1971); muchas de las micrografias publicadas muestran que la
pared del endodfito tiende a convertirse en capas de escamas (u hojuelas) (Borris et al.,
1971; Barroso, 1988). Tanto la hinchazén como la fractura son indicadores del comienzo
de la ruptura de la pared hifal. En las primeras etapas de la lisis las células se vacuolizan, y
los septos doliporos se comienzan a desintegrar (Richardson et al.,, 1992). Durante la
digestion los contenidos intracelulares se comienzan a agotar; algunos sistemas de
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membranas persisten cuando muchos de otros elementos del citoplasma desaparecen y
las paredes celulares de la hifa comienzan a colapsar (las micrografias electrénicas
muestran que en esta etapa se liberan compuestos fosféricos de la hifa). Cuando los
grupos de hifas colapsan, se pueden encontrar adyacentes al citoplasma de la planta,
conteniendo numerosos cuerpos lipidicos, y también microcuerpos con cristales de
proteinas (Richardson et al., 1992). Los canales periplasmaticos, en los cuales la hifa se
encuentra, probablemente se fusionan desde que los restos aplanados de las hifas se
observan alineados en un denso patrén de capas paralelas. El espacio entre ellos
disminuye progresivamente mientras que los materiales restantes de la pared comienzan
a reducirse 6 a condensarse. Eventualmente la hifa comienza a desaparecer por
completo.

Figura 13 Micrografias electronicas de la inoculacion simbiética de Anoectochilus

formosanus. A Se nota a la Hifa (H) pasando a través de la pared celular (CW). B-C se

aprecia la formacion de pelotones (P). D se aprecia al peloton (P) digerido. (Chang & Chou,
2007).




El transporte de nutrientes desde el hongo podria ocurrir después de la muerte de la hifa
(necrotrofia) o al principio, cuando la hifa intracelular permanece con vida (biotréfia),
aunque no hay una evidencia certera de la transferencia biotréfica; no obstante, Hadley &
Williamson (1970) y Mollison (1943) tuvieron éxito al mostrar algunos estimulos en
plantulas de Dactylorhiza purpurella aparentemente antes de que comenzara la ruptura
de los pelotones, ha sido técnicamente dificil confirmar estos resultados bajo otras
condiciones, debido a que la lisis comienza antes de 48 horas después de la inoculacién
del tejido (Purves & Hadley, 1976).

Los sistemas biotréficos parecen ser dominantes en los sistemas de micorrizas de otros
grupos de plantas; sin embargo, las micorrizas de orquideas han demostrado que el
intercambio puede suceder en ambos sentidos (Harley, 1984).

2.5 ¥ LAS SEMILLAS DE ORQUIDEA (R

Las semillas de las orquideas son extremadamente pequefias,
también son llamadas semillas tipo polvo, miden alrededor de 1-2
mm de largo y 0.05 - 1 mm de ancho, su peso varia de 0.31 -24 g,
algunas especies producen desde 1,300 semillas mientras que
otras llegan a tener 4,000,000 por capsula. Estructuralmente los
embriones de orquidea carecen de endospermo, el embrién estd
integrado por una masa de células, que son muy similares unas
con otras y no es evidente un tejido especializado. Los embriones
maduros estan diferenciados funcionalmente en dos zonas
celulares: la regidn apical o anterior, que consiste de células
pequefias y densas, esta regidn dard origen al meristemo apical de
la plantula joven; y la region basal o posterior, formada por células
grandes a veces vacuoladas. Las células epidérmicas del embrién
no estan lignificadas y carecen de cuticula.

Las principales reservas alimenticias de la semilla estan
almacenadas en el propio embrién, como lipidos, presentes en
cuerpos lipidicos; también contienen cuerpos proteicos
principalmente en las células de la regién apical del embridn;

ademads, hay pequefios granos de almiddon en proplastidios. Sin

embargo parece que las semillas carecen de un mecanismo
Figura 14 Semilla de
Prosthechea varicosa vista al

microscopio 100x donde se

puede apreciar el suspensor(S),

19 embrion (E) y testa (T)




metabdlico apropiado para utilizar sus propias reservas durante la germinaciéon (Arditti &
Ghani, 2000).

Las regiones polares pueden diferir en cuanto a su contenido de reservas de nutrientes, y
puede haber una diferencia estructural entre las células epidérmicas y las células internas
(Harrison, 1977; Manning & Van Staden, 1987; Rasmussen, 1990). Si bien o no hay un
gradiente visible de tejido en el embridn, fisiolégicamente esta polarizado (Rasmussen,
1995), en algunas especies las células del polo del suspensor difieren significativamente
en tamafio hasta el polo chalazal (Ramsbottom, 1929).

El suspensor es una estructura encontrada en los embriones de muchas plantas
vasculares. Se encuentra en la parte terminal del embridn y sirve como un conducto por el
cual la semilla en desarrollo se alimenta del fruto. En las orquideas la carencia de esta
estructura en la semilla madura es considerada como un caracter primitivo. El suspensor
en las semillas consiste en células probablemente muertas, muy alargadas, unidas a la
region posterior del embridn que contienen pequefias gotas de aceite y granos de almidén
(Arditti & Ghani, 2000). Invariablemente el polo del suspensor esta diferenciado en un
tejido micotréfico y el polo chalazal forma un tejido meristematico (Burgueff, 1936).

2.6 ®» GERMINACION SIMBIOTICA &=

La dificultad para la germinacion de las semillas de orquideas se ha conocido desde hace
un numero considerable de afos. De hecho las primeras descripciones de plantulas y
etapas de desarrollo de orquideas se realizaron hasta 1804 por R. A. Salisbury con las
especies Orchis morio y Limodorum verecudum. El método tradicional para la propagacion
de orquideas a partir de semillas consistia en sembrar las semillas cerca de la planta
madre y fue de esta manera o con algunas modificaciones que se pudieron obtener
algunos hibridos. Noel Bernard fue quien establecié el conocimiento general y los hechos
involucrados en la germinacién de las orquideas. Comenzd sus estudios sobre micorrizas
en 1899, y se extendid hasta su muerte en 1911. Su primera investigacion fue sobre la
germinacién de Neottia. En 1902 en su tesis “Etude sur la tubérisation” menciona que las
semillas de orquidea pueden germinar solo en presencia del hongo de la raiz y que la
plantula se infecta a partir de sus etapas mds tempranas. Consciente de la importancia de
este hecho investigd a fondo y afios después publicd su gran obra “L’ évolution dans la
symbiose. Les Orchidees et leurs Champignons comensaux” en 1909, mismo afio en el que
Burgeff publicd “Wurzelpilze der Orchideen”. Ambos investigadores aislaron hongos de las
raices de las orquideas y las germinaron con éxito.
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Noel Leon Bernard (Fig. 15) nacid en Paris el 13 de Marzo de 1987 y murié el 26 de enero de de 1911 a causa de tuberculosis a
finales de 1898 comenzd su tesis sobre orquideas en el departamento de botanica de la “Ecole Normale Supérieure”. De manera
paralela en 1899-1900 tomo cursos de microbiologia en el Instituto Pasteur; fue el 3 de Marzo de 1899 mientras realizaba su

servicio militar en el bosque de Fontainebleau cerca de Melun (Paris) que descubrid la inflorescencia rota de la orquidea aclorofila

Neottia nidus-avis (Fig. 16), llegando a la coclusién de que las semillas en primavera continuan dentro del fruto y hasta que son
liberadas la germinacién comienza a causa de un hongo del suelo que coloniza a las semillas; ademas logré observar algunos
protocormos. En 1904 Bernard aisléd hongos de varias orquideas adultas a partir de segmentos de raices, logrando la germinacién
simbiotica ex situ, el llamo a esto “ una sintesis experimental del tipo de los liquenes que se presenta de manera natural en las
orquideas” inspirado en los trabajos de liquenes de su profesor Bonnier. Bernard (1905) como pasteuriano definié a la simbiosis
como “un estado de enfermedad pronunciada y prolongada, entre un estado intermedio en el cual las plantas sufren una rapida y
fatal enfermedad y un estado permanentemente inmune” siendo la simbiosis la frontera de la enfermedad; ademas introdujo los
términos “Phagocytose” (la lisis final de los pelotones en las celulas de las orquideas), “Virulence”, “Spécificite” y “Lyse” para las
relaciones entre los hongos y las orquideas. Muchos de los trbajos de Bernard se enfocaban a la formacion de tuberculos
(Tuberizacidn) y el tejido hipertrofico, investigd a la papa (Solanum tuberosum) como un modelo en el cual la tuberizacion y la
infeccion coinciden en el desarrollo, despues de estudiar variedades silvestres de Solanum spp. en Perld y Chile, llego a la
conclusién de que la domesticacién y los métodos modernos de cultivo redujeron la fase de tuberizacidn; su trabajo doctoral
culmino con la idea de que la formacion de tuberculos es una consecuencia exepcional para la simbiosis fungica de las plantas, el
hecho es que Bernard consideraba al protocormo de las orquideas como una tuberizacion. A pesar de que nunca conocié
personalmente a Hans Burgueff se sabe que intercambiaban cartas. Tomado de Selosse et al., 2011




Bernard (1902) observé que el hongo entra a
la semilla por el suspensor en unos pocos dias;
posteriormente, las paredes celulares
generalmente se tornan mas gruesas y es
entonces cuando el hongo degrada a las
células vecinas para formar los pelotones. De
inmediato las células mds pequefias en el
extremo opuesto de la semilla se someten a
una division constante; sin embargo, el hongo
no inocula estas células meristematicas que
daran origen al primordio foliar. Finalmente, la
plantula en desarrollo adquiere una forma
hinchada, Bernard utilizdé el término
protocormo para describir este tubérculo
hinchado, ya que simula los protocormos y los
prétalos subterrdneos incoloros de los
Licopodios basado en los estudios de Treub
(1890); por otro lado, es interesante hacer

énfasis que esas estructuras similares estdn

asociadas con hongos vya que esta
Figura 17 Protocormo de Odontoglossum . , .

i ) ] demostrado por el registro fésil de Hornea
cripum X andranae inoculado con la hifa

finei . en el Devdnico.
ungica donde se aprecian pelotones,

algunos de los cuales estan  digeridos

3 Todas las partes “subterraneas” de las
(senalados con flechas negras). Imagen

reproducida de Bernard 1902 Tomado de . i .
Selosse et al.. 2011 sea manteniéndolo activo o rechazandolo.

orquideas pueden hospedar al endéfito ya

Sin embargo, la micotrofia del protocormo es
obligada, y muchas de las raices también lo son pero varian en algun grado. Los érganos
de almacenamiento como los cormos y tubérculos por lo general no se infectan, el
protocormo difiere de otras plantulas de angiospermas al carecer de radicula, es un tejido
micotréfico altamente especializado que permanece estacionario en el suelo (Fabre,
1856; Stojanow, 1916; Rasmussen 1995).

La carencia de un meristemo radicular y la transformacion en un tejido micotréfico es una
caracteristica distintiva de la Orchidaceae (Vermeulen, 1966). Esta modificacién debio
haber sido un paso decisivo en la evolucién de las orquideas que incremento la
dependencia a la micotrofia, lo cual implicé la reduccién y perdida de ciertas
caracteristicas como la radicula y reduccién del embrién. Es bien conocido que todas las
plantulas de orquidea (Protocormos) tienen un tejido micotrofico en la parte basal. Existe
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un tejido altamente diferenciado en la parte basal de embriones de Bletilla. El extremo
opuesto o chalazal, termina en un meristemo funcional que es el Unico responsable del
aumento de talla de la plantula; a partir de aqui se desarrollara un denso o elongado mico-
rizoma, el cual permitira el desarrollo del primordio foliar en el suelo (Bernard, 1904). En
un sentido estricto, el protocormo comprende el eje mas basal de las pldntulas,
desarrollandose como un apéndice inferior de la hoja, lo cual corresponderia a la radicula
e hipocétilo en otros grupos de plantas. La etapa de protocormo puede ser definida como
la etapa desde la germinacién hasta que la plantula desarrolla primordios foliares sin
raices, mientras que el mico-rizoma inicia cuando el meristemo apical se elonga y las
primeras raices se desarrollan. La superficie del protocormo usualmente estd cubierta con
rizoides simples, algunos protocormos tienen escasos rizoides o bien pueden ser glabros.
En el extremo superior del protocormo y el mico-rizoma los rizoides suelen agruparse en
un arreglo en forma de cojin sobre la superficie del protocormo. Por otro lado los rizoides
simples son caracteristicos de las raices y de los sistemas de raices de los protocormos,
muchos rizoides se producen en los
mico-rizomas y entrenudos (Rasmussen
1995).

La germinacién in vitro muestra que
existen ciertas variaciones en cuanto a la
morfologia de las plantulas, sin embargo
algunas  caracteristicas  particulares
suelen ser compartidas por varios grupos
de especies y géneros. Mitchell (1989)
noté que los protocormos de especies de
Orchis

redondeados e isodiamétricos (parecidos

y Ophrys eran usualmente

a cebollas); mientras, que los
protocormos de Dactylorhiza spp. suelen
ser mas elongados y cénicos (parecidos a

nabos). Estas diferencias morfoldgicas

son adaptaciones que los protocormos
han desarrollado para adaptarse a su
habito.
protocormos de Tipularia discolor son

En su hdbitat natural los
excepcionalmente mas anchos que
largos y mas o menos lobulados, debido
a la division del meristemo que se
encuentra ubicado por debajo de lo mas

Figura 18. Morfologia de distintos protocormos donde la
zona sombreada indica el area de inoculacion de los

endofitos.

(1)Protocormo perteneciente Angraecum maculatum (2)
Protocormo de Dactylorhiza purpurella 21 dias después
de la inoculacion. (3)Protocormo después de un mes después
de la (4-5) Protocormos

germinacion. jovenes de

Cymbidium (6) Protocormo de Caitleya. Tomado de
Arditti, 1992.




inferior de las hojas. El resultado es una estructura micotréfica bastante alargada y mas
amplia, con varios meristemos de los cuales emergerd el primordio foliar con una o mas
raices en la base. Habitos similares de protocormo pudieran presentarse en Aplectrum
hyemale y Calypso bulbosa (Gillman, 1876; MacDougal, 1899). En medios asimbidticos in
vitro esas especies se desarrollan solo en estructuras lobuladas, sin embargo Tipularia
crece en las mismas condiciones (Stoutamire, 1983) de acuerdo con Rasmussen (1995) la
apariencia tipica del protocormo, de algunas especies in situ no coinciden con lo
observado in vitro. Existe un reporte similar en México en el que las plantulas de Govenia
liliaceae son muy similares a las de Aplectrum hyemale (Dressler, 1965). Bernard (1909)
sefialé que las plantulas del genero Vanda inoculadas con Rhizoctonia lanuginosa
desarrollaban una forma lobulada, Prillieux & Riviere (1856) observaron el mismo
fendmeno en Eulophidium maculatum.

2.7 ¥ RESERVAS DE NUTRIENTES DURANTE LA GERMINACION (R

Bernard (1902) empled semillas de capsulas de diversas orquideas, en condiciones
estériles, y las sembré en un sustrato comun libre de hongos. En general, obtuvo diversas
repuestas., las semillas de Odontoglossum solo se hincharon y adquirieron coloracién
verde, en las semillas de Epidendrum no ocurrié ningin cambio y en las de Cattleya se
desarrollaron pelos radiculares rudimentarios. El Unico caso conocido bajo estas
condiciones fue el de Bletilla hyacinthina cuyas semillas, que contenian una reserva de
almiddn, se desarrollaron en esbeltas plantulas con hojas muy distintas a las de las plantas
adultas y posteriormente murieron a los tres meses. Las reservas de nutrientes en las
semillas maduras estan concentradas en las células basales del embrién y consisten
principalmente en proteinas y lipidos, aunque se pueden encontrar pequefias cantidades
de azucares solubles como sacarosa, manosa, entre otros. (Manning & Van Staden, 1987).
Aunque el almiddon se encuentra ausente es muy comun para especies holoarticas
(Carlson, 1940; Harvais, 1974; Rasmussen, 1990; Richardson et al; 1992). Sin embargo,
suele haber excepciones, Calypso bulbosa contiene prominentes depdsitos de almiddn en
las células del embrién maduro (Yeung & Law, 1992). La distribucién de las reservas de
nutrientes en el embrion suele ser bastante uniforme, aunque las células epidérmicas
suelen diferir ligeramente de las células centrales (Rasmussen, 1990). En algunas especies,
como Guarianthe aurantiaca e hibridos de Laeliocattleya, los nutrientes en el embridn
tienen una distribucién polarizada, los cuerpos de proteina se encuentran en la porcidn
chalazal al final del embridn, la cual es la Ultima porcién en hidratarse (Burgueff, 1936;
Harrison, 1977).
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El primer cambio que se observa durante la imbibicidén es la hidrdlisis de los cuerpos de
proteina (Harrison, 1977; Manning & Van Staden, 1987; Rasmussen, 1990). Mientras que
la movilizacion de proteinas es un proceso dependiente del agua, la ruptura de las
reservas de lipidos parece estar implicada a un alto nivel de actividad de las células del
embridn, por lo que la lipdlisis es considerada como un paso crucial en la germinacion de
las semillas (Harrison, 1977; Manning & Van Staden, 1987), en las investigaciones de
Manning y Van Staden (1987) muestran que para que la lipdlisis tenga lugar, el embrién
necesita energia externa en forma de sacarosa, ya que los glioxisomas aparecen alrededor
de los cuatro dias después que el azucar es provisto, y en ausencia de una fuente
externa de azlcar las goticulas de lipidos simplemente se unen, las proteinas se disuelven
con mayor lentitud con una pequefa vacuolizacién y pocos granos de almiddn aparecen.
En contraste con la germinacion asimbidtica de Guarianthe aurantiaca, donde la lipélisis
tiene lugar con o sin sacarosa en el medio de cultivo; sin embargo, cuando hay ausencia
de azUcares la lipdlisis ocurre en menor intensidad (Harrison, 1977), los glioxisomas
nunca se observan y las reservas de lipidos comienzan a agotarse en un lapso de 27 dias,
no obstante cuando el medio no contiene azlcares la reserva de lipidos se extienden
hasta por 65 dias.

La ruptura aparentemente estd relacionada con mitocondrias con forma de copa, las
cuales parcialmente engloban los cuerpos lipidicos, lo cual sugiere que los productos
liberados durante la lipdlisis han sido respirados de manera instantanea en una sintesis de
carbohidratos (Harrison, 1977). Las especies que muestran una dependencia extrema a la
micotrofia, necesitan una fuente externa de energia antes de que puedan movilizar sus
propias reservas de nutrientes, de lo contrario el proceso de germinacidon no se lleva a
cabo. Especies menos especializadas pueden germinar asimbidticamente sin la ayuda de
una fuente externa de sacarosa, ya que gradualmente van usando su propias reservas de
nutrientes (algunas veces lipidos), y producen pequefias cantidades de almidén durante su
germinacién (Burgueff, 1936). Pero el estado nutricional de las plantulas de orquidea
después de su germinacidn difiere segun las especies.

Las reservas de alimento comienzan a agotarse cuando las semillas pasan al estadio de
protocormo, durante los siguientes tres O cuatro meses el protocormo obtendra los
nutrimentos del sustrato, a menos que carezca de rizoides. Si la infeccidén por parte del
hongo no tiene lugar, la plantula morira (Ramsbottom, 1929). Vermeulen (1947) uso la
expresion “Tiempo de espera” para el periodo después de la germinacién durante el cual
la semilla sobrevive con sus propias reservas mientras espera el hongo compatible.
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2.8 ® FITOALEXINAS “CONTROL DE INFECCION” &R

Bernard en 1911, mostré que los trozos de tejido cortado del tubérculo de
Himantoglossum hircinum contenia ciertas sustancias fungicidas que se difundian sobre
la placa de agar, Magrou (1924) confirmé las observaciones de Bernard y las profundizo,
noté que la hifa crecia hasta cierta distancia del tejido del tubérculo y que en ocasiones la
hifa comenzaba a degenerarse hasta la muerte del micelio. Nobecourt (1923) a base de
experimentos en los cuales mataba las células con cloroformo, congeldndolas o ambos
métodos, llegd a la conclusion de que el fungicida solo se produce en el tejido vivo cuando
el hongo estd presente. Esta misma conclusién fue confirmada por Boller y colaboradores
(1957). La produccién de orchinol comienza cuando el tejido del tubérculo entra en
contacto con el hongo, en un lapso de tiempo de cerca de 36 horas y alcanza su maximo
de produccidn a los ocho dias. La reaccidn se extiende a la totalidad del tubérculo pero no
puede protegerlo de las nuevas infecciones. Sin embargo en la vecindad de las células
atacadas hay una zona de gran actividad de orchinol (Gaumann & Hohl, 1960).

Los primeros aislados de orchinol se obtuvieron de Orchis militaris (Gaumann & Kern,
1959); sustancias quimicas relacionadas son el loroglossol e hircinol (Urech et al., 1963).
Quimicamente esos compuestos son fenantrenos, y tienen la virtud de tener propiedades
antifungicas por lo que son un grupo variado de compuestos conocido como fitoalexinas
(Stoess| & Arditti, 1984).

Tradicionalmente la produccidn de fitoalexinas era atribuida a tubérculos, raices, rizomas
y meristemos de orquideas (Rasmussen, 1995), Beyrle y colaboradores (1995)
demostraron que el orchinol también se produce en protocormos.

Se ha puesto poca atencidon a los mecanismos por los cuales el tejido regula la infeccidn.
Algunos trabajos describen a la tolypophagia como una alternancia ritmica entre la
proliferaciéon fungica y la lisis; es posible que haya una fluctuaciéon convincente entre dos
procesos fungicos antagoénicos, el primero conduce al crecimiento fungico, el otro
promueve la ruptura de la hifa. Los cambios estacionales en algunas especies sugieren que
el balance entre la formacién del pelotén y la digestion es influenciada por factores
externos como la temperatura y la humedad y que quizas estas condiciones son las que
prevalecen para el crecimiento externo del micelio (Rasmussen, 1995).
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2.9 ®» MICOTROFIA =

Bernard (1904) llegé a la conclusidn de que el endéfito puede actuar a distancia, es decir,
llevar a cabo cambios en las células a las que no tiene acceso y que puede modificar las
propiedades fisicoquimicas de la savia llegando a todos los tejidos. El experimentd el
efecto de soluciones de salep con sacarosa a distintas concentraciones sobre semillas de
Bletilla, Cattleya y Laelia. En Bletilla encontré que a altas concentraciones obtenia
protocormos mads engrosados y entrenudos mds cortos comparados con individuos
infectados con hongos. Las semillas de Cattleya y Laelia, se hinchaban y se tornaban
verdes a bajas concentraciones; sin embargo, a concentraciones mayores se pueden
obtener plantas de apariencia normal pero es mucho mds lento e irregular que con los
hongos. Pérez y colaboradores (2002) evaluaron el efecto de un biopreparado elaborado
a base de Rhizoctonia solani, sobre cinco especies de orquideas epifitas ya establecidas,
notaron un aumento de vigor de las plantas, ésto fue determinado por la recuperacion de
hojas con clorosis, aumentd en numero de raices, brotes, frutos, florecimiento fuera de
época vy flores cuyo color era mas caracteristico. En la naturaleza, las orquideas utilizan
naturalmente hongos micorrizicos endofiticos como fuentes de carbohidratos, nutrientes,
agua Yy compuestos organicos a través de la accion de micotrofia. La digestién que
efectian estos hongos simbiontes y la posterior absorcién de nutrientes por parte del
embrion inmaduro de orquideas estimula la germinacidén, el desarrollo de protocormo y
crecimiento de las plantulas (Burgueff, 1936; Clements et al., 1986; Arditti, 1992;
Rasmussen, 1995). Esta claro que las plantulas de orquidea aun presentando clorofila son
heterotrdficas, eventualmente el aparato fotosintético se establecera logrando realizar la
fotosintesis. La absorcién de los compuestos del suelo o la ruptura de la hifa endotréfica,
son las unicas dos vias conocidas por las cuales las plantas en la naturaleza pueden
obtener nutrientes externos y en ningun caso el contenido del suelo o la actividad de
microorganismos pueden mantener el desarrollo de las plantulas (Rasmussen, 1995), las
bacterias asociadas a Pterostylis vittata Lindl. estimulan la germinacidn, probablemente al
producir acido indol acético (AIA) o inducian a la planta a la produccién de auxinas
(Wilkinson et al., 1994). Tampoco se ha observado en la naturaleza que las plantulas se
puedan establecer sin infeccion por lo que el hongo es la fuente nutricional en los estadios
mas tempranos de la plantula (Rasmussen, 1995).

Los suplementos primarios de la fotosintesis y las sales minerales no siempre son los
suficientes para sostener el cultivo asimbidtico in vitro (Harvais & Hadley, 1967b) muchas
especies muestran un requerimiento continlo a ciertos aminoacidos, aun siendo plantulas
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verdes (Harvais & Raitsakas, 1975). Cuando las plantulas son suplementadas con acido
glutdmico, arginina u ornitina son capaces de producir independientemente el resto de
sus aminodcidos. Se requieren cierto nimero de vitaminas como el acido pantoténico,
Tiamina y Piridoxina cuando la plantula se torna clorofilica y se someten a iluminacién
(Burgueff, 1932; Harvais, 1973). Hadley (1982) interpretd este hecho al establecer que no
hay una evidencia rotunda en que tan sustituible pueda ser el estimulo simbidtico contra
de la sales proporcionadas por los métodos asimbidticos.

Cuando los pelotones de la hifa se han establecido en las células de la planta, las hifas
externas forman un entramado y efectivo sistema de absorcién. Beyrle y colaboradores
(1985) encontraron que las semillas inoculadas, sembradas en una placa de agua con agar
y conectadas a otra placa de agar con nutrientes mediante el micelio se desarrollaban a la
misma tasa que aquellas plantadas directamente en el agar con nutrientes, lo cual
muestra que la absorcion por parte de la plantula es despreciable comparado con la
absorcion a través de la hifa. Los mismos resultados fueron obtenidos en cajas de Petri
con divisiones y con otras especies de orquideas (Tsutsui & Tomita, 1990).

Burgueff (1936) notdé que un gran nimero de comunicaciones de hifas emanaban de las
partes de la raiz donde los pelotones se alojaban y estimé que una planta adulta de
Platanthera chlorantha tenia aproximadamente 11 000 rizoides, cada uno provisto de tres
conexiones de hifas con el suelo. Cuando la hifa se comienza a lisar el nUmero de
conexiones de la hifa con el suelo disminuye, ya que algunas de las conexiones mueren.
Esto podria estar ligado a la época de floracion o fructificacion que es cuando Ia lisis se
extiende y solo unas cuantas conexiones permanecen. No solo el micelio tiene una gran
area por la cual los nutrientes pueden ser absorbidos del medio, si no que los pelotones
internos también forman una interface extensa con el plasmalema de las células de Ia
orquidea. La superficie de absorcién en plantulas simbidticas debe de ser de una magnitud
mucho mayor que las asimbidticas.

Ademas de las principales vias simplasticas conducidas por el citoplasma de la hifa a través
de la interface y dentro del citoplasma del hospedero, la ruta apoplastica a lo largo de la
hifa y las paredes celulares podria ser tomada en cuenta, el transporte apoplastico de
agua y de iones a lo largo de la hifa son de crucial importancia en las raices viejas donde
las paredes exodérmicas se encuentran mas suberizadas. Los pasajes de la hifa existian
antes que la suberizacion tuviera lugar, y la hifa penetra en las células de pasaje.
Permaneciendo como una ruta potencialmente funcional (Smith et al., 1990).
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Agua

El agua se distribuye internamente en el micelio por el citoplasma, en algunas ocasiones el
liquido es exudado de las puntas de las hifas (Burgueff, 1936; Vo6th, 1980), la transmisidn
es mantenida por la ayuda del estrés local del agua en el micelio o bien es obtenida a
partir de la transpiracion del hospedero como ocurre en la mayoria de los hongos
micorrizicos (Lucas, 1977). Previamente se sugirié que el almidén contenido en el tejido de
la orquidea se disuelve después de la infeccion, dando como resultado un potencial
osmotico negativo, lo cual aumenta la absorcién de agua en el entorno (Bernard, 1904).
En 1908 y 1909 Bernard logré germinar semillas hasta protocormo empleando un medio
con una elevada presién osmatica. Esto podria suceder ya sea directamente o a través de
una promocion de la captacion de las hifas dentro de la planta. La hidrdlisis del glicogeno
en los pelotones podria funcionar de una manera similar en relacién con el micelio
externo (Rasmussen 1995).

Cuando Beau (1920) cultivé plantulas en una placa de vidrio conectadas a agar con
nutrientes Unicamente por medio del micelio, tuvo la necesidad de agregar agua a las
plantulas, ya que aparentemente la humedad obtenida a través de la hifa es insuficiente
para remplazar el agua que se pierde a través de la transpiracion, lo que demuestra este
experimento es que el agua que se pierde de las plantulas es mucho mayor que la que se
pierde del suelo (Rasmussen 1995). Si bien es cierto que la imbibicién es el punto crucial
que desencadena la germinacién (Fenner, 1985), cada orquidea se desarrolla en un
entorno en particular; por lo que sus relaciones hidricas, requerimientos de humedad y
las estrategias para mantener un balance hidrico puede diferir segin el habito de
crecimiento que presenten (Hadley, 1994). Yoder y colaboradores (2000) compararon el
impacto de la presencia del hongo micorrizico sobre el balance hidrico en una orquidea
terrestre (Platanthera integrilabia) de climas templados y una epifita (Epidendrum
conopseum) proveniente de regiones subtropicales; encontraron, que las plantulas
inoculadas tenian un mayor contenido de agua que aquellas que no lo estaban, esto
debido a que las masas de hifas de digestién (pelotones) son ricos en agua, por lo que el
hongo por si mismo es una fuente de agua de acceso inmediato. El escenario mas
probable es que la hifa invasora promueve la captacion de agua por infiltracidn de la testa
o tal vez abra los microporos para el agua durante el proceso de infeccién, dando por
resultado pldntulas con altos contenidos de agua, teniendo un efecto mas pronunciado
para la especie terrestre, debido a que la retencidon de agua de la semilla de la orquidea
epifita era dos veces menor y que en su mayoria la pérdida de agua ocurria a través de la
naturaleza hidrofilica de la testa, ya que la epifita es capaz de ganar mas agua con la
humedad relativa, llegando hasta el punto de saturacion, dicha capacidad sugiere que
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estas semillas son capaces de adquirir el agua de lluvia en un sustrato muy poroso y que la
lluvia es la clave para coordinar la germinacion. Esto podria explicar el hecho de que la
semilla con inéculo germind en dos o tres semanas y sin inoculo en un mes, mientras que
a la especie terrestre le tomo cerca de un mes con el indculo y tres meses sin indculo. Por
lo que las epifitas son mas propensas a estaciones secas y el hongo es esencial para la
supervivencia bajo el dosel de los arboles. Mientras que en las orquideas terrestres la hifa
sirve como un conducto por el cual la plantula toma el agua del suelo (Yoder et al., 2000).

Iones

El transporte de sales minerales en el micelio estd acompafiado por los movimientos de
agua, se ha demostrado que el Fésforo (*2P) es transportado dentro del tejido de plantulas
infectadas. Las plantulas de Goodyera repens tenian 100 veces mas de fésforo que los
controles asimbidticos (Smith, 1966; Alexander et al., 1984). Holdander (1932) encontrd
una alta concentracion de nitrégeno en plantulas de Cymbidium cultivadas
simbidticamente (el 5 % en peso seco comparadas con las asimbidticas que fue del 1.66%).
Recientemente los experimentos de marcado radioactivo confirmaron la transferencia de
Py N (como glicina) (Cameron et al., 2006ab). Lo anterior indica que hay un importe activo
de nitrégeno dentro del tejido infectado, alcanzando concentraciones que usualmente
exceden las concentraciones encontradas en plantas cultivadas (Salisbury & Ross, 1985).
Esta toma tan efectiva de iones es una ventaja competitiva en los habitats naturales de las
poblaciones de orquideas donde los suelos son tipicamente pobres en minerales
(Rasmussen, 1995). Dijk (1990) reporté efectos positivos en la infeccidn cuando se
presentaban bajas concentraciones de nitrégeno, aparentemente el nitrégeno es el factor
limitante para el crecimiento asimbidtico (Rasmussen, 1995).

Compuestos organicos.

Las hifas maduras que crecen en el sustrato secretan enzimas capaces de romper
sustancias complejas en compuestos solubles de facil absorcién. Esto podria explicar la
manera en la cual la hifa invasora es capaz de penetrar la pared celular del hospedero sin
danar el tejido. Se desconoce si las hifas intracelulares en los pelotones secretan enzimas
en la interface; sin embargo, se han observado acido fosfatasas secretadas en un cultivo
puro (Dexheimer & Serrigny, 1983). En las etapas mas juveniles de la formacion
intracelular del pelotdn, la hifa crece vigorosamente y por lo tanto constituye un sumidero
de nutrientes y agua desde la parte mas externa del micelio establecido en el sustrato
hasta la planta. Ya que, en ultima instancia la ganancia neta para la planta proviene del
micelio externo que contribuye a la construccién de pelotones, incluyendo depdsitos de
glicégeno. El almiddn que desaparece de la célula hospedera podria ser metabolizado
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localmente, durante la extensién de membrana del hospedero, la produccion de
fitoalexinas y enzimas hidroliticas (Rasmussen, 1995).

Purves y Hadley (1976) enfatizaron el tiempo de correlacidén que existe entre la formacion
de pelotén, movilizacion de almidén, lisis del pelotén y el crecimiento acelerado de las
plantulas. Las plantulas asimbidticas se encuentran en un sustrato que contiene
carbohidratos solubles y crecen lento mientras van acumulando almidén; dichos depdsitos
pueden ser movilizados tanto por la plantula al carecer de carbohidratos disponibles o
bien podrian ser infectados, lo cual indicaria que la infeccién implica un cambio fisioldgico
gue estimula el consumo de reservas de almidén.

Burges (1936) detectd algunos carbohidratos solubles en el suelo esterilizado después de
haberlo inoculado tres semanas atrds con el enddfito de Dactylorhiza incarnata, de
acuerdo con Hadley (1984) la mayor concentracién de glucosa se observé en las plantulas
inoculadas de Dactylorhiza purpurella y Goodyera repens que las asimbidticas. La glucosa,
manosa, arabinosa, galactosa y xilosa son fuentes adecuadas de carbohidratos para el
hongo de las orquideas (Hollander, 1932) de acuerdo con Whigham y colaboradores (no
publicado) se ha recreado la germinacion del habitat natural en medios de cultivo a base
de suelo o madera magra. Por ejemplo agua con agar y 0.5% de corteza de madera o agua
con agar y virutas de madera pueden sustentar algunos simbiontes de orquideas vy
producir plantulas pequeias a partir de semillas (Whigham et al., MS, Citado en
Rasmussen, 2002).

La produccion de enzimas pécticas fue demostrada por Perombelon y Hadley (1965),
Tsutsui y Tomita (1990) generardn un desarrollo exitoso de plantulas en un cultivo puro
de Rhizoctonia creciendo en un sustrato péctico.

Los simbiontes de orquideas micoheterotréficas como Galeola y Gastrodia que no son
Rhizoctonia producen enzimas que degradan la lignina (Hollander, 1932). De acuerdo con
Burgueff (1936) aquellos hongos asociados a orquideas clorofilicas no descomponen la
madera. El hecho es que las plantulas de Tipularia discolor se establecen en escombros
lefiosos lo cual indica que algunas especies estan asociadas a degradadores de madera
(Rasmussen, 1992). Se ha encontrado que la Rhizoctonia de Ophrys lutea produce
polifenol oxidasas (Pais & Barroso, 1983). Wolf (1933) tuvo éxito al lograr crecer el
endofito de Corallorhiza trifida en un sustrato con 1-2% de taninos. Los taninos y acidos
fendlicos son tipicos de suelos con altas concentraciones de humus y es posible que estos
complejos constituyan una fuente externa importante de Nitrégeno organico para la
micorriza. Aparentemente los hongos de las orquideas micoheterotrdficas son menos
capaces de usar el nitrdgeno inorganico que las orquideas clorofilicas y tienen cierta
preferencia por el nitrégeno en forma de albumina, peptonas o acidos nucleicos
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(Hollander, 1932). Harvais & Raitsakas (1975) apreciaron que la hifa tenia una
acumulacidn rica en aminoacidos que no eran secretados en el medio de cultivo. Burgueff
(1934, 1936) incrementd la produccion de clorofila, tasa de crecimiento y desarrollo de
plantulas de Vanda sp afiadiendo un extracto alcohdélico del hongo en el medio de cultivo
asimbidtico, y sugirié que el resultado se debid a la presencia de vitaminas, dicha reaccién
no es especifica ya que los extractos de cepas compatibles e incompatibles de Rhizoctonia
estimulan a las plantulas. Burgueff (1936) intenté identificar la sustancia, pero no tuvo
éxito, encontré que la actividad se preservaba en extractos acuosos del hongo y era
bastante resistente al calor. Downie (1949) también observd micelios acuosos
homogéneos con cierto efecto estimulatorio; sin embargo, el calor destruia este efectoy
solo se mostraba en el hongo vivo. Las vitaminas como tiamina y acido nicotinico son
secretadas por una cepa de Moniliopsis solani aislada de Dactylorhiza purpurella cuando
crecia en un cultivo puro (Harvais & Pekkala, 1975), la produccion se incrementé cuando
la aireacién fue restringida (como ocurriria en el tejido de la planta) y cuando el sustrato
contenia una considerable produccién de NH;" en relacién con NOs. La produccién de
acido nicotinico fue observada por Hijner & Arditti (1973) en un aislado de Rhizoctonia
obtenido de especies de Cymbidium. Muchos enddfitos de orquideas son capaces de
producir AlA (Ek et al., 1983). Barroso y col. (1986) observaron que después de aislar la
Rhizoctonia de Ophrys lutea detectaron AIA tanto en la hifa como en el medio de cultivo.
Los protocormos simbidticos de Dactylorhiza incarnata contienen 10 veces mds auxinas y
citocininas después de 10 dias de cultivo que los testigos asimbidticos (Beyre et al., 1991).

2.10 ssBALANCE MICOTROFIA/FOTOTROFIA r

Cuando Alexander y Hadley (1984) colocardn plantulas con hojas de Gooyera repens y su
respectiva micorriza en un medio adicionado con fungicida, se notd que el micelio externo
dejo de crecer, asi como la plantula, el contenido de N y P fueron reducidos y el radio de
crecimiento de las raices aumento. Ademas no observardn una transferencia de carbono
desde la planta hacia el micelio y viceversa. Salmia (1989) trabajé con mutantes carentes
de clorofila de la orquidea Epipactis helleborine constatando que los patrones de infeccion
eran muy similares a los testigos.

Evidencia reciente indica que el N, P, y agua continlan siendo abastecidos por el
compafiero fungico en orquideas fotosintéticas adultas y que los productos de la
fotosintesis son provistos al hongo como un incentivo para continuar con la colonizacidn
fungica (Dearnaley, 2007)
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La mayoria de las orquideas son fotosintéticas en su etapa adulta, pero un numero
pequefio (alrededor de 100 especies) son micoheterotroficas (Leake, 2005), la evidencia
reciente muestra un tercer modo nutricional llamado mixotrofia (Joloul et al., 2005)
donde la orquidea adulta fotosintética aumenta sus requerimientos de carbono via
micorriza (Gebauer & Meyer, 2003; Bidartondo et al., 2004; Selosse et al., 2004; Joloul et
al., 2005). Las orquideas mixotroficas son un paso en la evolucidn entre la fotosintesis y la
micoheterotrofia (Joloul et al., 2005), la evidencia acumulada indica que las orquideas
verdes y aclorofilas reciben indirectamente carbdn de los drboles vecinos (McKendrick et
al., 2000); en primer lugar las secuencias de identificacidon flngicas en las raices de las
orquideas y las ectomicorrizas de los arboles circundantes indicaban una interaccién
epiparasitica (Taylor & Bruns, 1997; Selosse et al., 2002 a,b; Bidartondo et al., 2004;
Girlanda et al., 2006; Abadie et al., 2006). Por otro lado se demostrd que los isétopos de
Carbén y Nitrégeno en las ectomicorrizas locales eran los mismos en el interior de las
orquideas locales (Gebauer & Meyer, 2003; Trudell et al., 2003; Bidartondo et al., 2004;
Whitridge & Southworth 2005; Joloul et al., 2005; Abadie et al., 2006). Curiosamente,
algunos miembros de la Tulasnellaceae y Ceratobasidiaceae se han mostrado como
hongos ectomicorrizicos (Warcup 1985; 1991; Bidartondo et al., 2003). Esta evidencia
indica que existe un micelio que entrelaza a las orquideas y los arboles (Selosse et al.,
2006) por lo que requiere mayores implicaciones de conservacion (Girlanda et al., 2006).
Por lo que la proteccién de las orquideas amenazadas requerird una proteccion
complementaria de los arboles asociados (Whitridge & Southworth, 2005).
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2.11 & AISLAMIENTO MICORRIZICO

Los enddfitos de las orquideas pueden aislarse de manera natural de los protocormos,
raices y en ocasiones de los rizomas o cormos. La ventaja de extraer un hongo del tejido
del protocormo es que se tiene la garantia de que la cepa inducird el desarrollo de las
plantulas; por otro lado, el tejido de las plantas maduras alberga una cierta variedad de
hongos (Harvais & Hadley, 1967 a; Hadley, 1970). Asimismo, las células ubicadas en la
parte basal del protocormo son bastante grandes y la infeccién por parte del hongo es
muy extensa, en contraste con las células corticales de la raiz que a menudo son largas y
estrechas y la infeccion tiende a concentrase de manera irregular. Las areas mas
prometedoras para buscar la infeccion en las raices, son areas debajo de los pelos
radicales cercanos al meristemo. Bernard (1909) observé que las partes infectadas de las
raices tendian a tener una coloracién mas opaca o amarillenta y que esto era ocasionado a
gue los pelotones activos se encontraban cerca de la superficie del drgano.

Figura 19 Corte transversal de raices de Tipularia discolor mostrando varias intensidades de
infeccion. (a) raiz joven (Diciembre) con una infeccion ocupando el 50% del cortex, las flechas
blancas indican pelotones vivos mientras que las negras muestran a los pelotones digeridos. (b)Raiz

de un afio (Julio) de edad donde la infeccion ocupa menos del 25%y la mayoria son pelotones

digeridos. (C) raiz vieja (abril) con pelotones digeridos ocupando casi el 100% del cortex y donde

cerca del 75% aun presentan pelotones vivos (flechas grises). Imagen tomada de Rasmussen &
Whicham. 2002.




Las técnicas empleadas para el aislamiento micorrizico de orquideas consisten en lavar el
tejido minuciosamente para remover el sustrato adherido, desinfestar externamente las
raices para eliminar posibles contaminantes y colocar los segmentos de raiz en agar con
nutrientes, (Bernard, 1904; Currah et al., 1987, 1988, 1990; Zettler, 1997; Zettler et al.,
2005; Sharma, 2003b; Stewart & Zettler, 2002; Stewart & Kane, 2006, 2007) con las
debidas incisiones y con ayuda de agujas de diseccién, escalpelos o micropipetas se
pueden liberar los pelotones y sembrarlos de manera individual en agar con nutrientes
(Bernard, 1909; Constantin & Dufour, 1920; Warcup & Talbot, 1967; Rasmussen, 1990;
Taylor & Bruns 1997; Rasmussen, 1995; Zelmer & Currah, 1995; Otero et al., 2002;
Bayman et al., 2002; Shan et al, 2002; Dearnaley, 2005) no obstante existen ciertos
problemas asociados con estos métodos como:

1) Debido a que la raiz es una estructura de absorcién se corre el riesgo de matar el
enddfito. Existen pelotones extirpados que no crecen en el agar (Burgues, 1939) este
problema fue documentado por primera vez por Frank (1891) quien lo interpreté como un
signo de degeneraciéon y predijo que esta modificaciéon del enddéfito hacia imposible la
obtencién de pelotones en un cultivo puro. Afortunadamente este fendmeno solo ocurre
en pocas especies de orquideas particularmente de Cypripedium. Bernard (1909)
recomendaba que aquellos pelotones que mostraran signos de haber sido digeridos
debieran de ser descartados para asegurar un aislamiento exitoso.

2) Problemas con la contaminacion de bacterias. Algunos investigadores utilizan
antibidticos como estreptomicina o novobiocina para impedir el desarrollo de bacterias,
sin embargo, la hifa tiene un cambio en su crecimiento y en su patrén de infeccidn
(Warcup & Tabolt, 1967; Clements, 1982a; Rasmussen et al., 1990).

3) Un simple pelotdn puede contener varios taxones de micorrizas que no se puedan aislar
y analizar.

4) Es muy dificil aislar un hongo que tiene un crecimiento lento (Zhu, 2008). Debido a que
los enddfitos de las orquideas tienen una competencia pobre frente a otros hongos
agresivos cuando crecen en un medio nutritivo. Hadley (1990) recomendd el uso de
sustratos diluidos con propdsitos de aislamiento.

5) En la ultima década se ha reportado que la flora micobiana de una plantula es mayor y
muy distinta a la de una planta adulta por lo que cuando los pelotones se han extraido de
raices dan resultados negativos para la germinacion simbidtica in vitro (Rasmussen 2002)
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2,12 ® RHIZOCTONIA ®

Bernard (1899), en sus primeros intentos por extraer el hongo, obtuvo varias especies de
Fusarium. Sin embargo, cuando tuvo éxito en la extraccidon del hongo correcto establecio
un criterio que permite conocer la verdadera naturaleza del hongo: simplemente el
endofito es capaz de llevar a cabo la germinacién de la semilla. Al extraer de la raiz el
hongo vy cultivarlo, recrecera mediante filamentos septados apicales; mientras tanto,
surgen ramas laterales y se lleva a cabo la anastomosis entre las hifas. Posteriormente,
surgen pelotones de hifas muy similares a las que aparecen en las células de la raiz. A
medida que el micelio madura se va convirtiendo en filamentos cortos e hinchados, que
aparentemente son ricos en reservas de alimentos. Estos filamentos ramifican
abundantemente formando ciertas anastomosis entre si dando lugar a un tejido
esclerético de color amarillo o marrén. Estos cuerpos esféricos forman un entrelazado
masivo de hifas, estas estructuras son capaces de soportar la sequia y las inclemencias del
tiempo.

Estas primeras observaciones llevaron a Bernard (1909) a colocar el hongo dentro del
género Oospora, sin embargo tiempo después senalo que la presencia de los filamentos
hinchados son estructuras muy parecidas a Rhizoctonia violdcea la cual es muy comun en
papa, alfalfa y otros cultivos, donde forma pequenas esclerosis irregulares y negruzcas, lo
cual lo llevé a considerar que los hongos de las orquideas se encuentran en el mismo
género. Clasificd cerca de veinte aislados de orquideas en tres especies de hongos: la
primera y la mas frecuente fue Rhizoctonia repens aislado de los géneros Laelia, Cattleya,
Spiranthes, Paphiopedilum, Cymbidium, Aerides, Bletizza y Coelogyne esta cepa se
caracterizaba por no formar esclerocitos. Rhizoctonia mucroides se aislé de los géneros
Phalaenopsis y Vanda, Mientras que Rhizoctonia lanuginosa en Odontoglossum.

Burgeff, (1909), sin darse cuenta de la clasificacion de Bernard, presenta al mismo tiempo
el nuevo género Orcheomyces para clasificar a los hongos de orquideas, logrando
describir 15 especies de hongos, nombrando primero el género y después el nombre de la
orquidea de la cual lo aisld; sin embargo, por conveniencia el mas aceptado fue el nombre
de Rhizoctonia.
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El género Rhizoctonia es un nombre genérico que se le da a la mayoria de los hongos
asociados a muchas orquideas (Stern et al., 1993). Poco se sabe de la distribucion de estos
endofitos en la naturaleza pero hay evidencia de que algunos de ellos (principalmente los
de las orquideas sin clorofila) pueden formar relaciones micorrizicas con plantas de otras
familias, siendo un fendmeno no muy comun (Warcup, 1988; Mckendrick et al., 2000;
Batty et al., 2002). Muchos de estos hongos son saprofitos, parasitos o patégenos
(Rasmussen, 1995; Pope & Carter, 2001; Batty et al., 2002). Algunos de ellos pueden
digerir la celulosa (Hadley, 1969; Warcup, 1975; Rasmussen, 1992) y presumiblemente
pueden vivir en el suelo como otras micorrizas y en ausencia de la orquidea a distancias
considerables (Mckendrick et al., 2002; Batty et al., 2002); sin embargo, su distribucion
estd relacionada a ciertas propiedades del suelo asignandole cierta distribucidn espacio-
temporal (Batty et al., 2002; Rasmussen & Whigham, 2002).

Rhizoctonia es polifilético e incluye a hongos de la divisién Basidiomycota, particularmente
de las familias Tulasnellaceae, Sebacinaceae y Ceratobasidiaceae (Andersen, 1996; Muller
et al, 1998). Los micelios caracteristicos de Rhizoctonia, en un cultivo puro, presentan una
o mas de las siguientes caracteristicas:

> Son organismos aerobios que raramente crecen por debajo de 10 mm de Ia
superficie del agar en los medios de cultivo. Si es desprovisto de oxigeno tiende
a crecer lentamente y eventualmente morira (Burgueff, 1909).

» Las Hifas son relativamente anchas, septadas, con ramas laterales en angulo
recto que surgen en la parte distal de la célula, constrifiendo el punto de origen
y con un septo cerca de la hifa principal.Forman células moniloides y esclerocios
(Andersen, 1990).

> Algunos de los micelios no presentan esporulaciéon sexual y se consideran
anamorfos y resulta dificil agruparlos con los micelios reproductivos ¢
teleomorfos; por otro lado, algunos anamorfos se les ha inducido la formacién
de drganos reproductivos in vitro (Curtis, 1939; Currah et al., 1987; Currah &
Zelmer 1992).
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Figura 20 Morfologia de distintas cepas de aisladas de diferentes orquideas donde
se puede apreciar que en la base de las ramificaciones las células se constrifien,
mientras que las células mas gruesas y redondeadas son las denominadas

moniliodes.

A-D Micobiontes aislados de Spiranthes floridana 'y S. brevilabris (tomado
de Stewart & Kane, (2007).

E-F Celulas moniloides de Ceratorhiza spp.y cepa de Epulorhiza
epiphytica (tomado de Pereira et al., 2005).

Moore (1987) propuso una division util de Rhizoctonia basado en el nimero de nucleos y
ultraestructura del septo y sus poros, aquellos con un poro simple y largo son ascomicetos
de la subdivisidon Ascorhizoctonia; mientras que, aquellos doliporos, como Rhizoctonia, se
encuentran dentro de los grupos Ceratorhiza, Epulorhiza y Monilopsis.

De acuerdo con lo publicado por Rasmussen (2002 b) y Dearnaley (2007), la mayoria de los
micobiontes adicionales asociados a orquideas que han sido identificados a través de
métodos de biologia molecular a nivel mundial, han sido basidiomicetos; Selosse et al.
(2004) y Bidartondo et al. (2004) encontraron ascomicetos potenciales en orquideas. Sin
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embargo, la presencia de estos ascomicetos en las raices de orquideas no indica
necesariamente una relacién funcional; por lo que, antes de que sean designados como
asociaciones micorrizicas, estos hongos deberian ser aislados, cultivados e inoculados en
plantulas para comprobarlo.

Dentro de los Basidiomicetos, las especies del género Ceratobasidium son muy pocas las
que han sido investigadas (Rasmussen, 1995) y las que se han reconocido estan en
asociacion con especies de orquideas terrestres y epifitas (Warcup & Tabolt, 1971).

Reportes previos a la década de los 70°s demostraban que la infeccién por parte de los
hongos en el ambiente epifito ocurria con una baja intensidad en comparacién con los
ambientes terrestres (Hadley & Williamson, 1972); no obstante, reportes mas recientes
contradicen este punto ya que las raices aéreas por lo general evaden la infeccién al no
estar en contacto con el sustrato; por otro lado estos informes abarcan una considerable
variacion estacional y local, asi como la variacién entre las especies llegando a la
conclusion de que el ambiente epifito es igual de diverso que el ambiente terrestre en
cuanto a micorrizas (Goh et al, 1992; Rivas et al, 1998; Senthilkumar et al, 2000).

El estudio micorrizico de las especies epifitas habia sido abandonado; probablemente,
porque los primeros estudios arrojaron que estas especies tenian un nivel bajo de
colonizaciéon (Hadley & Williamson, 1972). En épocas recientes un mayor numero de
autores han usado técnicas moleculares con propdsitos taxondmicos para documentar los
endodfitos de las orquideas (Otero et al., 2002, 2004; Ma et al., 2003; Kristiansen et al.,
2004; Pereira et al., 2005; Suarez et al., 2006) de manera general los micobiontes
encontrados en estas orquideas son similares a las especies terrestres fotosintéticas e
incluyen especies de Ceratobasidium y Tulasnella., Richardson y Currah (1995) reportaron
que Epulorhiza fue el género menos frecuente en orquideas epifitas de Costa Rica; sin
embargo, este género se aislé6 abundantemente en dos orquideas epifitas de Brazil
(Pereira et al., 2003). Otero y colaboradores (2004) demostrarén que los hongos, del
género Ceratobasidium, estdn mas estrechamente relacionados con la orquidea /lonopsis
utricularioides que con Tolumnia variegata; empero, los estudios in vitro de esta ultima
especie de orquidea han arrojado una mejor germinaciéon simbidtica. No obstante desde
gue Knudson en 1930 tuvo éxito en germinar un hibrido de Cattleya en un medio artificial
sin el uso del hongo, la importancia de éste decayd. Sin embargo, la germinacién artificial
de orquideas terrestres de zonas templadas es extremadamente dificil y requiere
formulaciones de nutrientes muy especificas en medios asépticos de germinacién (Arditti,
1992). Por lo tanto, muchos cultivadores e investigadores utilizan hongos simbidticos para
la propagacion. Esto contrasta con el cultivo de muchas orquideas epifitas tropicales, que
en general son relativamente faciles de germinar en condiciones asimbidticas. Por esta
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razon, se conocen mucho mejor las interacciones simbidticas de germinacién de las
orquideas terrestres de zonas templadas que las orquideas epifitas tropicales. Sin
embargo, las técnicas de germinacidn simbidtica de semillas epifitas podrian mejorar el
éxito de cultivo para fines comerciales asi como de conservacién (Otero & Bayman, 2009).

Porras-Alfaro y Bayman (2007) examinaron las raices de Vanilla spp. utilizando secuencias
moleculares y numero de hifas nucleares revelaron que los hongos aislados pertenecian a
Ceratobasidium, Thanatephorus y Tulasnella, advirtiendo que Ceratobasidium era el mas
comun, tanto en las raices que tenian contacto con el suelo como aquellas en la corteza
de los arboles. Sin embargo, solo los de Ceratobasidium indujeron la germinacién. Zettler
y colaboradores (2011), al utilizar técnicas moleculares, encontraron que un hongo de
Ceratobasidium/Ceratorhiza inducia la germinaciéon de semillas y el desarrollo de
protocormos de Epidendrum amphistomum.

2.13 ¥ TRAMPEO MICORRIZICO (SEED BAITING TECHNIQUE) (R

Es dificil evaluar la participacion del hongo in situ durante la germinacién de orquideas
terrestres en el suelo; el tiempo de asociacidon entre micorriza y semilla, el
establecimiento de la micorriza y el tiempo de germinacién de las semillas es desconocido.
Solo se ha podido observar esta participacion, del hongo durante la germinacion, bajo
condiciones in vitro, pero no en el habitat natural. En algunas ocasiones se han logrado
encontrar plantulas inoculadas en el suelo (Ramsbottom, 1929), en algunas otras
ocasiones se encontraron adyacentes a las raices de la plantas adultas (Fabre, 1856;
Ames, 1922; Mrvicka 1990) o bien, las semillas dispersadas de frutos se establecen muy
cerca de la planta madre (Bernard, 1899); y en muy raras ocasiones en macetas que
contenian plantas cultivadas (Beau, 1920; Wooster, 1935). La dindmica de la “fase
subterranea” (protocormo o plantula) permite entender los cambios y la estructura de las
poblaciones de orquideas. La légica indica que la duracidon del protocormo es incierta al
ser una fase estacionaria; antes de este suceso, debié de haber existido una estacion de
florecimiento y fructificaciéon por lo que en campo se pueden encontrar un grupo de
edades desiguales; ademas, existe una dramatica y fuerte seleccion natural ya que de los
millones de semillas que se dispersan, solo unas cuantas logran alcanzar el estadio de
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plantula, por lo que es importante atender las dindmicas tanto del decline como del
establecimiento y los factores involucrados (Rasmussen y Whigham, 1998b).

4 seeds

Number
Species

Figura 21. Paquetes empleados para la micorrizacion de semillas de
orquideas terrestres obtenido de Rasmussen y Whigham (1993)

La introduccién de un método de trampeo (Seed Baiting Technique) para micorrizas, a
través de la siembra y recuperacién de semillas de cinco especiesde orquideas terrestres
in situ, fue propuesto por Rasmussen y Whigham en 1993. La técnica inicialmente se
realizé con el propdsito de proporcionar informacién sobre la biologia de los hongos
involucrados en la germinacion natural de semillas de orquideas. EIl método consistié en
elaborar trampas, utilizando malla para plancton para retener a las semillas pero que
permitiera el libre paso de los microorganismos presentes en el suelo, como bacterias e
hifas. La malla conteniendo las semillas fue ensamblada en un marco para diapositivas
(Fig. 21). Las trampas se colocaron in situ cubiertas ligeramente con suelo y hojarasca;
ademas de, una malla de acero galvanizada.

Ellos observaron las trampas durante las primeras 6 semanas y encontraron particulas
finas de suelo con ciertas bacterias e hifas en el interior de la trampa. Al cabo de un ano
las semillas de Liparis lilifolia y Tipularia discolor no germinaron y permanecieron
intactas. En Corallorhiza odontorhiza la germinacion (o ruptura de la testa) varid segun la
zona de siembra in situ y esta ocurrid a las 30 semanas en un bosque maduro donde se
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encontraba la poblacién de esta especie. En Galearis spectabilis 1a germinacion ocurrio a
las 23 semanas; posteriormente, a las 62 semanas no se observdé ningun desarrollo
posterior y se constatd que las plantulas no estaban inoculadas. Para Goodyera pubescens
la germinacion ocurrié a las 24 semanas, el nivel de asociacién fungica variaba de acuerdo
con la localidad de siembra, las plantulas que presentaban una micorriza evidente
pertenecian a dos localidades donde se puede encontrar a Goodyera de forma natural; se
aisld una Rhizoctonia,tipica de estas plantulas que fue muy similar a las aisladas en plantas
jévenes de la zona, la cual ha tenido un efecto positivo para el desarrollo in vitro, aquellas
plantulas que no se inocularon comenzaron a morir a las 36 semanas.

El método de trampeo, permite mantener una siembra controlada in situ; provee
informacién sobre la longevidad de las semillas, rango de crecimiento y mortalidad de las
plantulas, se puede evaluar el estado de micorrizacion de plantulas, geoposicionar los
sitios de inoculacién, aislar endodfitos y determinarlos asi como evaluar la variacion
espacio-temporal. Las semillas en las trampas estan sujetas a las condiciones
fisicoquimicas del sustrato y en contacto con microorganismos haciendo posible la
manipulacidon experimental de los componentes fisico quimicos del suelo asi como la
inoculacién de diferentes organismos pudiendo derivar estudios edaficos, climaticos, o
bidticos requeridos para la germinacion y desarrollo de plantulas (Rasmussen, 1998 a).

Masuhara y Katsuya (1994) colocarén semillas de Spiranthes sinensis en gazas de algoddn
y las enterraron en el habitat natural; ocho semanas después, se confirmdé que de los 210
puntos de muestreo 67 contenian semillas que habian alcanzado el estadio de
protocormo, ademas aislarén micorrizas de plantas adultas donde Rhizoctonia repens fue
la micorriza dominante para ambos experimentos; por otro lado distinguierén que muchas
de las Rhizoctonias spp. Aisladas a partir de raices de plantas adultas y que no estaban
asociadas con la germinacion in situ inducian la germinacion in vitro, por lo que
concluyerdn que la especificidad fungica bajo condiciones in situ es muy diferente de las
condiciones in vitro.

En 1995 van der Kideren emplea la misma técnica de Rasmussen y Whigham (1993)
observando que las semillas de Dactylorhiza maculata y Epipactis helleborine poseen un
tiempo corto de vida, germinan a los 3.5 meses después de la siembra in situ y la
inoculacidn flngica puede tardar en ocurrir un afio; ademas, el desarrollo de las plantulas
fue muy lento y resaltd que ésto podia deberse a la alta densidad de semillas empleadas
en cada muestra; por otro lado, notd que las plantas juveniles autétrofas aparecian dos
afos después de la primera floracion (van der Kideren, 1995 a,b). En ese mismo afo
Perkins y colaboradores examinardn las asociaciones micorrizicas de Microtis parviflora
bajo condiciones in situ logrando extraer tanto de raices y protocormos Rhizoctonia
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globularis; bajo condiciones in vitro demostrardn que este hongo y otros tres aislados
formaban micorrizas con otras orquideas presentes en el mismo hdbitat, mientras que un
aislado de Rhizoctonia solanii mataba a las semillas en proceso de germinacidn. Perkins &
Mcgee (1995) en sus trampas colocarén semillas de Pterostylis acuminata las cuales se
inocularon con Rhizoctonia solanii, al extraer de las raices encontrarén la misma micorriza
y solo estas cepas inoculaban a los protocormos in vitro sin embargo no se infectaban con
otros hongos extraidos de otras dos especies de Pterostylis, se concluyd que existe un
modelo de co-distribucion que explica la distribucion del hongo y el hospedero.

Zelmer et al., (1996) aislan hongos micorrizicos de 25 especies de orquideas terrestres
maduras y 17 especies sembradas en campo, encontrando que las orquideas maduras
estaban asociadas a basidiomicetos del género Ceratorhiza, Moniliopsis y unos cuantos de
Epulorhiza, ademas descubrieron unos cuantos taxones de hongos que presentaban
conexiones de clamp; en los protocormos en desarrollo se encontrarén cepas de
Ceratorhiza, Epulorhiza, y pelotones de cepas que también formaban conexiones de
clamp, pero estos basidiomicetos fuerdn dificiles de aislar y muy probablemente sean
simbiontes de plantas aledafias, la gran proporcién de estos endodfitos refleja los
requerimientos nutricionales de la micotrofia de los protocormos y parcialmente de
plantas autétrofas, mostrando que las orquideas terrestres son relativamente menos
especificas, sus micobiontes pueden ser saprobios, parasitos o estar asociados a otras
plantas micorrizadas. Zelmer y Currah (1997) encontrarén que las semillas de Spiranthes
lacera germinaban en un periodo de un afio con su enddfito en la naturaleza;
desarrollandose como micoheterotréfica en su primer ano y volviéndose fotosintética en
el siguiente afio donde ocurre su etapa de floracién.

Rasmussen y Whigham (1998a) reportarén que cada especie de orquidea tiene ciertos
requerimientos y condiciones especificas que estan limitadas particularmente al sustrato y
los simbiontes; aunque mucho de lo que se conoce sobre la germinacién de orquideas ha
sido bajo condiciones in vitro, donde se conocen los ingredientes del medio de cultivo; es
necesario tener prudencia ya que las condiciones ofrecidas in vitro suelen ser muy
distintas a las ofrecidas en el habitat natural. La germinacion in situ de Goodyera
pubescens después de 6 meses de manera similar que el experimento de 1993 donde las
semillas se habian desarrollado hasta estadio de protocormo sin inoculacion, en las
siguientes recolectas encontré una micorriza evidente en dos localidades donde Ia
orquidea es abundante, probando 8 cepas aisladas de diferentes orquideas y todas
inducian la germinacidn sin embargo los resultados mas significativos se obtuvieron por la
cepa M5-1 que originalmente fue obtenida del rizoma de una planta joven de Goodyera
pubescens, la germinacion asimbidtica mostrd que las semillas germinaban bien en agua
con agar y los mejores resultados se lograrén en un medio de cultivo con la mitad de
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concentracion de sales, el medio de cultivo con una concentracion del 100%
probablemente jugd un papel negativo en cuanto a la fuerza osmética de las plantulas
embebidas. La omision de macro elementos tuvo una influencia negativa sobre el
crecimiento y la omisién de sacarosa o levadura reducia las plantulas en tamafio. Por lo
que esta especie puede llegar a protocormo de manera independiente con provisiones
externas esto coincidié con lo observado en campo y la germinaciéon en agua con agar,
durante esta fase experimentan gran mortalidad hasta que el simbionte inocula y estimula
el rango de crecimiento. Para Corallorhiza odontorhiza la germinacion e infeccidn ocurrié a
los 7 meses en campo en donde la poblacién de esta orquidea es abundante. Esta especie
solo germind in vitro después de una estratificacién de 9 semanas a 5°C con la cepa M9-5
obtenida del rizoma de una planta adulta de Corallorhiza odontorhiza y para los medios
asimbidticos no se obtuvo ningln resultado de germinacién. La germinacién in situ de
Liparis lilifolia no ocurrid y se tuvo que repetir el experimento donde se encontrd que las
semillas germinaban después de 8 meses, durante la germinacién simbidtica se encontré
gue dos cepas aisladas del rizoma de L. lilifolia y dos cepas aisladas de Aplectrum hyemale
y Tipularia discolor generaban una germinacién positiva mientras que la cepa obtenida de
C. odontorhiza no sustentaba la germinacidn, concluyendo que un gran numero de
simbiontes infecta a las plantulas en campo pero solo aquella que es compatible logra el
establecimiento. La germinacion asimbidtica no tuvo éxito inclusive en los medio cuya
concentracion era del 100%, sin embargo las semillas germinarén cuando a estos medios
se les adicioné el hongo micorrizico, muy pocas en agua con agar, aparentemente la
omisiéon de sacarosa no afectaba la germinacidon, pero la germinacién se redujo
drasticamente en un medio con un bajo extracto de levadura, ésto mostré que la relacidn
simbidtica entre el hongo y la orquidea requiere una fuente externa de compuestos
organicos, en campo sugiere que existe una cierta dependencia a cierto tipo de restos
vegetales o animales presentes en el suelo que limita el nUmero de sitios potenciales para
la germinacion y explica el por qué de los resultados tan pobres de campo ademas se
sugiere que la simbiosis entre las plantulas y el hongo requiere de un ajuste metabdlico
en donde el paso a la fotoautotréfia es un paso critico.

De acuerdo con Rasmussen y Wigham (1988b) pocos han sido los trabajos en los cuales se
describe el sustrato que acompafa la germinacién, Fuch & Ziegenspeck (1926) y Curtis
(1943) hallarén plantulas de Cypripedium calceolus creciendo bajo el musgo, en una capa
de restos vegetales parcialmente descompuestos. Las plantulas de Platanthera
blephariglottis 'y Dactylorhiza fuchsii solo se han encontrado creciendo asociadas a
musgos (Case, 1964; Leeson et al., 1991) mientras que las plantulas de Orchis ustulata,
Epipogium aphyllum y Corallorhiza trifida han sido observadas creciendo sobre humus
(Irmisch, 1853; Stojanow, 1916; Fusch & Ziegenspeck, 1924). Rasmussen y Wigham (1988)
habian observado con anterioridad, en 1992, que las plantulas de Tipularia discolor
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crecian cerca de troncos derribados en descomposicidn y en pilas de lefios, basados en
esta informacién decidieron colocar paquetes con semillas en el habitat y sustrato natural
de la orquidea y notaron que los restos vegetales de ciertas especies de arboles
estimulaban la germinacidn, siendo también el sustrato adecuado para la micorriza que
induce el posterior desarrollo de las plantulas.

Vujanovic (2000) demostrarén que una aislado de Fusarium obtenido de protocormos in
situ inducian la germinacién in vitro de Cypripedium reginae constatando una de las
primeras observaciones de Bernard (1909) en las cuales sugeria que Fusarium era capaz
de promover la germinacién; aunque la germinacién es relativamente menor comparada
con la Rhizoctonia especifica. De acuerdo con Bernard (1909) la formacion de pelotones es
caracteristico de Rhizoctonia, mientras que Fusarium puede producir unas estructuras
muy parecidas a estas causando confusién, por lo que se necesita investigacion adicional
para explicar este fenédmeno.

Mckendrick et al.,(2000) encontrarén que la germinacién simbiética de Corallorhiza trifida
variaba de acuerdo a las localidades donde se encontraba la especie, tomaba 8 meses la
germinaciéon en dos comunidades de Betula y Alnus, mientras que la germinacidn ocurria
en 7 meses para una comunidad de Salix repens; las semillas se encontrarén con un hongo
que penetraba el suspensor, morfolégicamente presentaba conexiones de clamp, lograrén
describir los estadios de crecimiento de la especie hasta rizoma coraloide con meristemo
apical, mientras que la secuenciacion de genes reveld que la micorriza involucrada
pertenecia a una ectomicorriza del complejo Thelephoreaceae asociados a los arboles
circundantes. Mckendrick y colaboradores (2002) realizarén un experimento similar al del
aflo 2000 y constatarén que las semillas de Neottia nidus-avis cuanto mas cerca de los
individuos adultos se encontraban, se aumentaba el nimero de semillas germinadas, y se
alcanzaban mas estadios de desarrollo, esta especie mostraba tener una marcada
habilidad para controlar el comienzo de la infeccién fungica, al igual que Bernard (1902)
lograrén observar que la colonizacion fungica por parte de las hifas comienza en la base
micropilar del embrién, hacia las células adyacentes donde se forma el primer pelotdn.

Brundrett y colaboradores (2003) modificardn la técnica de Rasmussen y Whigham (1993)
realizando un trampeo in situ y ex situ, para el trampeo ex situ se colecté 30 cm de suelo
donde se encontraban orquideas de tres localidades distintas. El suelo fue colectado
durante la estacién seca de verano, época que coincide con la dormancia de las plantas y
donde el hongo simbionte podria estar inactivo siendo el impacto sobre el entramado de
las hifas minimo. La capa de hojarasca mas superficial del suelo se colecté por separado.
El suelo se tamizo en seco para obtener dos porciones de materia organica fina y dos de
materia orgdnica gruesa. El método ex situ era una modificacion del método de
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germinacidn de esporas, en cuadrantes de filtro de membrana el cual permite el paso de
solutos a través de las semillas que estdn en contacto con la solucidén del suelo se
probardn las distintas fracciones del suelo, mostrando que la mayor actividad fungica
ocurre en las capas de suelo con abundante materia orgdnica gruesa; las capas mas
pequefias pueden soportar la germinacidon hasta protocormos con primordio foliar,
algunas otras capas finas no llevan consigo reservorios efectivos del indculo fungico. Es
bien conocido que las orquideas terrestres crecen mejor en compostas provenientes de
plantas cuyas hojas son altamente resistentes a la descomposiciéon (Rasmussen &
Whigham 1998) lo que comprueba el hdbito saprobio de Rhizoctonia asociado a materia
orgdanica del suelo y en especial a restos vegetales (Neate, 1987; Sivasithamparam; 1993).
El método mostré que el hongo micorrizico compatible con Microtis media y Caladenia
arenicola es relativamente comun en todos los sitios de las localidades, pero la
germinacién de Monadena bracteata y Pterostylis vitata se detectaron una sola vez,
sugiriendo que dicho hongo es muy escaso en su habitat. Caladenia latifolia y Dinus
corimbosa germinarén de manera esporadicamente solo por encima de las muestras de
materia orgdnica, sugieriendo ser un hongo muy comun pero poco compatible con otras
orquideas. Este nuevo sistema de germinacion ex situ provee una excelente oportunidad
para observar la germinacién simbidtica de manera similar bajo condiciones naturales,
fue posible observar un amplio rango de animales fungivoros del suelo, la competencia
entre hongos saprofiticos y los hongos de las orquideas por sustancias nutritivas, en
muchos de esos casos estos organismos no evitarén la germinacion de las semillas. Se
desarrollo un método in situ para permitir el trampeo simultaneo de micorrizas de
diferentes especies de orquideas el cual fue una derivacién a partir de los métodos de
Rassmusen y Whigham (1993) y de Mckendrick y colaboradores (2000) en el cual la malla
de nylon de 90 um se plegaba a base calor para producir multiples compartimientos a los
cuales se les inserto un paquete de papel filtro que contenia semillas de orquidea de
diferente especie, por ultimo se selld el extremo con calor, las trampas se instalaron en las
zonas donde se colectardn las muestras de suelo empleadas para el trampeo ex situ y
recolectadas después de la época de crecimiento mostrando que habia cierta correlacién
entre ambos trampeos; sin embargo, el ex situ resultd mas exitoso ya que permite
detectar el hongo micorrizico en cualquier época del afo contrario a la in situ que requiere
cierta estacionalidad.

Zettler y colaboradores (2005) reportarén que las semillas de Platanthera leucophaeae
germinan en un periodo de 20 meses, encontrando que la localidad con menor
perturbacion y con poblacion natural de la especie sustentaba mejor la germinacion; de
los 20 paquetes sembrados se hallardn 9 protocormos todos ellos con la misma talla, solo
uno estaba inoculado con pelotones, mientras que los demas permanecian con color
cremoso opaco sugiriendo que aun eran viables; posteriormente se recuperaron otros tres
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protocormos de los cuales se constatd una cepa anamdrfica de Ceratorhiza, muy similar a
la encontrada en Goodeya repens, estudios posteriores identificarédn otras cepas en
plantas adultas como Epulorhizas. Las semillas sembradas en el drea perturbada no
sufrierdn de escarificacion, menos del 1% llegardn hasta ruptura de la testa; se lograron
observar ciertos hongos pero la germinacién fue atribuida a la imbibicién de las semillas,
por lo que probablemente no se trataba del hongo adecuado, siendo los factores abidticos
insuficientes para promover la germinacién. In vitro la geminacion simbidtica ocurrio
hasta el estadio de plantula con hojas verdaderas con una cepa muy efectiva proveniente
de los protocormos, solo sobrevivieron 23 plantulas las cuales se decidieron incubar a ex
vitro ya que si se seguian incubando in vitro tendian a morir, estas plantulas cultivadas ex
vitro presentaban una enorme mejoria al compararlas con plantulas de campo siendo el
primer estudio en cultivar exitosamente la especie.

Whigham y colaboradores (2006) con el propdsito de proveer informacién en cuanto a
semillas que bajo condiciones naturales pueden crear bancos por afios, manifestaron que
después de 4 afios aumento la produccion de protocormos de todas las especies
permanentes, después de 6 afios y 5 meses solo dos de las especies aun contenian
semillas viables, por lo que este trabajo demostré que las semillas de algunas especies no
tienen una vida corta como lo sugerian los trabajos de Van der Kideren (1995), Zelmer y
Currah (1997), Batty et al., (2000), y Mckendrick (2000). Goodyera pubescens es la Unica
especie que no forma bancos de semilla, mientras que Liparis lilifolia puede permanecer
como protocormo en un estado de dormancia durante 4 o 5 afios. Aparentemente el
estado de dormancia es un factor importante para crear bancos de semilla, retardando la
germinacién hasta que el hongo simbionte aparece y las condiciones son las apropiadas.
Concluyerdn que los factores que disminuyen un banco de semillas en las orquideas es la
carencia del polinizador apropiado é bien ocurre un cambio drastico en el habitat que es
capaz de sostener solo la fase autdtrofa 6 micoheterotréfica haciendo que la floracién
jamas ocurra.

Collins y colaboradores (2007) trampeardn con semillas de seis especies diferentes de
orquideas en areas de rehabilitacion de una mina de bauxita y las zonas adyacentes no
explotadas del bosque, encontrando que la deteccion de hongos micorrizicos era
infrecuente en las zonas de rehabilitacion donde solo una orquidea adulta se habia
detectado; constatardn que la recuperacion de la vegetacion y la frecuencia de deteccidn
de hongos de orquideas tanto en la zona de rehabilitacién como en el bosque sin explotar
aumentaba con el tiempo. Concluyendo que el fracaso de algunas especies de orquideas
para reinvadir areas de rehabilitacion es debido en gran parte a la distribucién tan
fragmentada de los hongos presentes en el suelo, por lo que la mayoria de de semillas
dispersadas pierden ante habitats recientemente perturbados.
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@ien y colaboradores (2008) examinardn la germinacion in situ de Dactylorhiza lapponica
concluyerén que esta especie tiene un rango muy bajo de germinacion (11%-12%),
después de 11 meses en campo se notd que muchas de las semillas se degradarén, por lo
que la especie no tiene la capacidad de formar bancos in situ, por otra parte las semillas
son capaces de romper la testa sin la presencia del endoéfito, su trabajo en campo
demostré al igual que otros trabajos (Rasmussen, 1995; Andronova, 2003) que la calidad
de las semillas y su dormancia esta influenciada por las condiciones climaticas y esto se vid
reflejado al comparar la viabilidad contra los afios, encontrando una gran variacién. Por
otro lado los enddfitos aislados de raices y protocormos mostrarén tener un efecto
positivo en el desarrollo de las plantulas in vitro.

Keel y colaboradores (2011) sembrardn 500 paquetes de semillas de Habenaria repens en
cinco localidades con distinta distribucién geografica, después de cinco meses
encontraron solo 4 paquetes con protocormos, dos en una localidad donde existe una
poblacién de la especie y sugiriendo que el drea contiene una micoflora activa capaz de
soportar una nueva generacion y otra zona donde la orquidea no habia sido avistada
desde hace 40 o 50 afios, demostrando que la técnica hace posible identificar zonas donde
es posible reintroducir la especie. De los protocormos se aislaron seis cepas de Epulorhiza
todas ellas capaces de inducir la germinacion in vitro hasta el estadio con primordio foliar,
de las cuales solo 4 logrardn desarrollar plantulas. Este trabajo marca una pequefia pauta
para entender la migracién de la especie ya que las semillas pueden ser dispersadas por el
viento pueden cubrir una gran distancia aunque todavia se desconoce como es que el
hongo coloniza nuevos sitios, ésto debido a que bajo condiciones de laboratorio es
teleomorfo; es muy posible que in situ genere numerosas esporas que son capaces de
dispersarse de manera natural.

Zettler y Piskin (2011) extraeyerdn micorrizas de Platanthera leucophaeae de distintas
localidades a partir de raices de individuos jovenes, adultos y protocormos generados in
situ, de las 75 cepas aisladas alrededor del 75-80% fuerdn muy similares a las encontradas
en el experimento del 2005; tan solo 15 de estas 75 fueron extraidas de protocormos, la
adquisicidon de protocormos en zonas no habitadas por la especie sugiere que estas zonas
son aptas para la colonizacién y reintroduccién; por otro lado las secuenciaciones de ADN
de las cepas mostraron ciertas variaciones.

Phillips y col., (2011) mediante evidencias de secuenciacidon y germinacion simbidtica
demostraron que tanto las especies comunes como las raras del género Drakea usan el
mismo clado monofilético de hongo micorrizico; este mismo clado (Tulasnellasceae) fue
aislado de plantas adultas y protocormos generados durante el trampeo; In vitro estos
hongos son capaces de inducir la germinacién de multiples especies de Drakea, sin
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embargo no todos los aislados fungicos pueden inducir la germinacién in vitro. Los
aislados que inducen la germinacion fuerdn colectados en un rango geografico amplio,
sugiriendo que la variacion y la habilidad de los aislados para inducir la germinaciéon no
contribuyen a la rareza o a la distribucion restringida de algunas especies de Drakea, si no
que la limitaciéon estd regulada por un microhdbitat especifico, un microhabitat que
facilita la germinacion pero no permite el desarrollo hasta la talla adulta y por
consiguiente la etapa reproductiva, sugiriendo que la rareza del género Drakea no
dependa tanto de la rareza de la micorriza o su especificidad sino que mas bien son
cuestiones microambientales. Los hongos de las Drakeas tienen una pobre competencia
frente a otros hongos cuando se encuentran en materia organica en descomposicion,
dejando al hongo restringido a areas abiertas donde el suelo es arenoso con un minimo de
materia organica. El (los) hongo(s) pueden estar presentes en otros microhabitats pero no
forman asociaciones con Drakea por lo que el trampeo sugiere que estos hongos vy el
establecimiento de las orquideas estdn relacionados a variaciones ambientales, por ultimo
las Drakeas se ven limitadas en el nimero de semillas.

Zettler y colaboradores (2011) publican el primer trabajo documentado en realizar un
trampeo micorrizico in situ de dos orquideas epifitas Epidendrum amphistomum vy
Epidendrum nocturnum, la técnica es una derivacién de la original de Rasmussen vy
Whigham de 1993; las trampas fueron aseguradas a los troncos de los arboles con una
malla plastica. Posteriormente, las semillas se revisaron in situ 55 dias después de la
siembra, mientras que a los 52 dias las semillas ya habian germinado en los medios
asimbidticos indicando que el desarrollo asimbidtico es mas rapido in vitro que in situ.
Cuando el estudio termind a los 267 dias muchas de las trampas que habian sido
colocadas en un sustrato con abundante musgo fueron colonizadas por este. De los 60
paquetes que fuerdn colocados solo uno albergaba protocormos, y pertenecia a
Epidendrum amphistomum. En la trampa se encontraron un total de 9 protocormos en
varios estadios de desarrollo. Mientras que en los paquetes que carecian de protocormos
solo se encontrardn residuos de semillas; muchos de estos paquetes contenian una hifa
pigmentada oscura que se habia infiltrado hasta las semillas y que probablemente era
patdégena y aparentemente un Ceratobasidiumes el que inicia la germinacion y el
desarrollo de esta especie.
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2.14 ® ESPECIFICIDAD FUNGICA r

La especificidad fungica es un caso interesante de estudio de la evolucién, distribucién y
competencia ecoldgica de las orquideas. Ademads, es objeto de mucha discusién, ésto
debido a que muchos estudios solo se conocen bajo condiciones in vitro y muy pocos
casos en la naturaleza. Alexander y Hadley (1983) no encontraron diferencias
significativas entre los medios simbidticos contra los medios asimbiéticos. Ademas de que
algunas semillas pueden germinar en medio de cultivo diluidos con agua teniendo el
mismo impacto que el simbionte (Downie 1940, 1941, 1943, 1949). Otras especies tienen
requerimientos minimos y pueden germinar incluso en agua con agar ya sea con o sin la
presencia del endéfito por lo que Rasmussen en 1995 propone estos 4 criterios en
términos de dependencia fungica, y los pone a prueba en su experimento publicado en
1998(a).

a) Lagerminacioén (ruptura de la testa) ocurre bien en agua con agar sin infeccion.
b) La germinacién ocurre en agua con agar solo con la presencia del endéfito

¢) Germinan asimbidticamente solo con ciertos ingredientes especificos.

d) Germinan bien simbidticamente solo con cierto sustrato.

Estos criterios no son mutuamente excluyentes y nos hablan tanto de la dependencia
hacia el sustrato como la dependencia fungica, representado una oportunidad para
investigaciones futuras.

Los experimentos en campo muestran que las semillas de algunas especies germinan con
el mismo hongo o con grupos de hongos estrechamente relacionados, con hongos que se
encuentran bajo las mismas o diferentes condiciones ambientales o rangos geograficos
(Rasmussen 1995).

Para comprobar dicha compatibilidad y especificidad fungica se suelen inocular los
enddfitos in vitro de plantas adultas o plantulas; sin embargo, puede haber muchos
factores que intervienen en el éxito o el fracaso, como por ejemplo aislar el endéfito de
los tejidos, siendo los enddfitos muy dificiles de identificar, existiendo el riesgo de cambios
fenotipicos y genotipicos en cultivos puros con el tiempo. Existen investigaciones en las
gue se muestra que las cepas difieren en su habilidad para incrementar las germinacion in
vitro en muestras del mismo lote de semillas (Rasmussen, 1995).
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La especificidad in vitro ha sido tema controversial durante muchos afios. Muchas
investigaciones consideran que la relacion orquidea-hongo no es la misma bajo
condiciones in situ que in vitro (Knudson, 1922; Curtis, 1939; Hadley, 1970; Masuhara &
Katsuya 1989, Masuhara et al., 1993) estas diferencias han sido evaluadas por diferentes
trabajos (Masuhara & Katsuya, 1994; Taylor & Bruns, 1999; Taylor et al., 2003; Bidartondo
& Bruns, 2005) algunas han considerado que la especificidad es bastante baja (Hadley,
1970; Stewart & Zettler, 2002), mientras que otros han sugerido que la especificidad bajo
condiciones in vitro es muy alta (Clements, 1988; Smreciu & Currah, 1989; Taylor & Bruns,
1997; Mckendrick et al., 2002; Selosse et al., 2002; McKormick et al., 2006; Stewart &
Kane, 2006)

Por otro lado depende del tiempo de almacenamiento de los enddfitos, algunas cepas
pierden su poder para inducir la germinacién después de haber sido almacenadas por un
periodo de dos o tres anos (Bernard, 1909).

Cuando la especificidad es evaluada in vitro es necesario decidir hasta que punto del
desarrollo de la plantula la asociacidén se considerara exitosa. Warcup (1973) sefialo que
no existe ninguna diferencia si se inoculan plantulas en estadios mas avanzados. Parece
ser que in vitro los hongos son capaces de estimular el desarrollo de las semillas y son
mucho menos efectivos al promover el desarrollo de las plantulas (Muir, 1989)
aparentemente esta disminucion en la actividad fungica se debe al establecimiento del
aparato fotoautotrofo (Warcup, 1981; Alexander & Hadley, 1983).

Muchos de los hongos empleados para estudios in vitro son obtenidos a partir de raices de
plantas adultas (Rasmussen, 1993; Masuhara & Katsuya, 1994; Currah et al., 1997; Zelmer
& Currah, 1997) existiendo la problematica de que aparentemente los hongos asociados a
las orquideas cambian conforme a la etapa del desarrollo (Milligan & Williams, 1988;
Zettler, 1997 a, b; Stewart et al., 2003; Batty et al., 2006). Se ha reportado que la flora
micobiana de una plantula es mayor y muy distinta a la de una planta adulta (Rasmussen,
2002), por lo que la técnica del trampeo in situ permite obtener protocormos de los cuales
se pueden extraer endoéfitos con importancia fisioldgica para la germinacion.

La dependencia micotrdéfica varia conforme el género y las especies de orquideas, esto
agregado a sus habitos de crecimiento vy fisiologia (terrestres, epifitas, y en el caso mas
extremo micoheterotréficas) (Stewart & Kane, 2006; Bonnardeaux et al.,, 2007).
Aparentemente la morfologia de las orquideas y sus estrategias reproductivas nos hablan
de su dependencia fungica Bonnardeaux et al., (2007) encontraron que Pyrochis nigricans
la cual es una especie Africana invasora del sureste de Australia tiene la capacidad de usar
un amplio rango de enddfitos aparentemente esto le da la capacidad para crecer en
habitats muy diversos comparado con otras orquideas nativas, ademdas puede
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reproducirse asexualmente bajo condiciones naturales produciendo poblaciones clonales
y debido a que esta restringida para producir semillas, no es capaz de colonizar habitats
perturbados. Por otro lado Disa bracteata otra orquidea originaria de Sudafrica es capaz
de usar una amplia gama de compafieros fungicos, aparentemente en Australia encontré
hongos del género Epulorhiza muy estrechamente relacionados a los encontrados en
Africa lo que indica que estos hongos tienen una gran distribucién a lo largo del
hemisferio; esto tuvo grandes implicaciones en el éxito tan rdpido para colonizar habitats,
aunado a que la especie tiene la capacidad para auto polinizarse. No obstante las
Epulorhizas gustan de zonas con cierto grado de perturbacidn y son compatibles con una
orquidea nativa (Microtis media) los resultados del estudio mostraron que estas dos
especies tienden a competir por el nicho. Ademas otras especies australianas son capaces
de usar las mismas cepas pero en lugares no perturbados y en simbiosis con otros hongos
por lo que no entran en una competicidn tan extrema.

De acuerdo con Bonnardeaux et al., (2007) aquellas especies que germinan con un amplio
rango de hongos tienen cierta carencia para reconocer al simbionte llegando al punto en
el que existe un aborto fisiolégico de los protocormos. El proceso para reconocer al
simbionte o tener una estrecha relacidon con ciertos hongos requiere de un balance
metabdlico exitoso y al tener una especificidad muy estricta asegura una asociacién
micorrizica con un gran impacto para la germinacién de las semillas.

Rasmussen (2002) sugiridé que las orquideas fotosintéticas estdn asociadas a un rango mas
amplio de micobiontes que las orquideas micoheterdtrofas; estudios posteriores indican
gue existe una situacién mas compleja, aparentemente las orquideas fotosintéticas tienen
solo un hongo micorrizico dominante (McCormick et al., 2004, 2006; Shefferson, 2005)
particularmente miembros de la Tulasnellaceae y Ceratobasidiaceae se encuentran en
orquideas Fotosintéticas (Epifitas) (Otero et al., 2002; Ma et al., 2002; Suarez et al., 2006)
en contraste con la orquideas Micoheterotroficas que contienen un amplio rango de
micobiontes (Jolou et al., 2005; Dearnaley, 2006). No obstante hay que recordar que la
especificidad ha sido un tema polémico durante afios (Warcup, 1981; Masuhara &
Katsuya, 1994; Zelmer et al., 1996).

Las asociaciones con una alta especificidad presentes en las orquideas verdes necesitan
mucha investigacién (Dearnaley, 2007), dicha especificidad conduce a una alta tasa de
germinacién y a una eficiente asociacién fisioldgica (Bonnardeaux et al.,2007). En las
orquideas fotosintéticas con periodos prolongados de dormancia o especies confinadas a
habitats fuertemente sombreados (como el dosel de los arboles) deben tener una alta
dependencia al carbéon provisto por la micorriza, que aquellas que son anuales o
perenifolias de habitats expuestos (Girlada et al., 2006) por lo que una asociacion eficiente
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y especifica resulta en una ventaja adaptativa. Aparentemente la alta especificidad va de
la mano con la rareza (6 endemismo) de la orquidea (Brundrett et al., 2003; Bonnardeaux
etal., 2007).

Estudios moleculares recientes han demostrado que muchas especies de orquideas
aclorofilicas estan relacionadas con heterobasidiomicetos (Warcup, 1971; Dearnaley,
2007) algunas forman asociaciones ectomicorrizicas (Mckendrick et al., 2002; Selosse et
al., 2002 a,b; Taylor et al., 2003; Bidartondo et al., 2004) con otras familias de plantas
como Ericaceae, Betulaceae, Fagaceae, Tilliaceae y Mirtaceae (Berch et al., 2002; Selosse
et al., 2002 a; Glen et al., 2002). De acuerdo con Selosse et al., (2002) las orquideas
micoheterotréficas explotan estas asociaciones obteniendo carbono a través del
entramado de hifas que forma la ectomicorriza con los drboles circundantes.

Existe evidencia de que algunas orquideas cambian de compafieros fungicos a lo largo de
su vida (Rasmussen, 2002). Gastrodia elata cambia de Mycenia a Armillaria cuando la
planta madura, habiendo una transicion entre la fase juvenil a la fase adulta. Los
protocormos y raices de Goodyera pubescens contienen las mismas especies fungicas,
pero cuando existe cierto estrés ambiental es capaz de cambiar de micobiontes
(McCormick et al., 2006). Erythrorchis cassythoides interacciona predominantemente con
hongos ectomicorrizicos, pero cuando el arbol hospedero muere, es capaz de interactuar
con hongos saprobios (Dearnaley, 2006). Estas asociaciones fungicas parecen ser
susceptibles a estimulos ambientales y probablemente se ajustan a favor de la orquidea
hospedera. Estas orquideas con compaferos fungicos intercambiables necesitan serios
enfoques de conservacion, si los adultos y las semillas requieren de simbiontes distintos es
esencial que de ambas partes se aislen los hongos para futuros programas de
conservacion (Zettler et al., 2005)
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2.15 ¥ FACTORES ABIOTICOS EN EL CRECIMIENTO Y DESARROLLOGR

Los factores fisicos como la temperatura, luz, atmdsfera entre otros, pueden ser
estudiados en varios rangos in vitro, sin embargo estas observaciones no aplican bajo
condiciones naturales (Rasmussen, 1995) por otro lado las plantulas que crecen in vitro
pasan a través de ciertos estadios que parecen ser criticos. El primero ocurre
inmediatamente después de la germinacién cuando muchas plantulas mueren antes de
que el primordio foliar emerja, la segunda etapa critica coincide con la formacion del
meristemo y la primera raiz (Stoutamire, 1974; Van Waes, 1984). Bajo condiciones
naturales cuando las plantulas se encuentran “enterradas” en el suelo o restos vegetales
en un estado puramente micoheterétrofo se puede asumir que el régimen de
temperatura es muy similar al que se presenta en aire pero con fluctuaciones menos
extremas, y que la disponibilidad de agua usualmente es mucho mds estable y predecible
que en la superficie del sustrato. Mientras que el agua bajo condiciones in vitro es
constante existen pocos reportes que muestren la mortalidad de las plantulas sobre la
superficie del suelo como resultado de la sequia ocasionada por el verano (Rasmussen,
1995). Fuchs & Ziegenspeck (1926)notaron que los rizoides de las plantulas colapsaban
cuando estas eran deshidratadas ; por otro lado las temperaturas bajo muy
probablemente deshidraten a las plantulas, sin embargo no existen reportes al respecto y
los que existen son accidentales que se han observado a partir de plantas adultas, Orchis
simia y Ophrys apifera que crecen superficialmente en el suelo tienen mas probabilidades
de morir durante los meses invernales (Willems & Bik, 1991; Wells & Cox, 1991). La
temperatura dptima para el crecimiento in vitro oscila entre los 20-25 °C sin embargo
algunas especies se desarrollan mejor a temperaturas frias 5-10°C donde se ha observado
que la mortalidad disminuye (Malmgren, 1989; 1993); la caracteristica mas llamativa
cuando las plantulas crecen en temperaturas éptimas es el desarrollo de nuevos rizoides,
mientras que los existentes colapsan, por otro lado la humedad in vitro es
constantemente alta; por lo que los rizoides no solo sufren dafio ocasionado por la sequia
sino que también por la temperatura (Harvais & Hadley, 1967; Rasmussen et al., 1990).

Algunas especies requieren de tratamientos frios para su germinacién (Rasmussen, 1992)
Curtis (1943) y Borris (1969) fueron los primeros en describir que la dormancia de las
yemas se rompia por las bajas temperaturas en especies de orquideas tuberosas. La
vernalizacion tiene un efecto sincronizado con el despliegue de las hojas y la aparicion de
la inflorescencia para aquellas especies que tienen fase fotosintética en el verano
(Mrkvicka, 1992) de acuerdo con Curtis (1943) un primer tratamiento con frio en
Cypripedium ocasiona que se desarrolle un nuevo segmento del rizoma, mientras que un
segundo tratamiento induce el desarrollo de las hojas, sugiriendo que la especie requiere
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de dos estaciones de crecimiento, cuando las plantulas de Goodyera repens son tratadas
con frio se observa que hay una elongacidn de los meristemos (Rasmussen no publicado).

Por otra parte las plantulas de muchas especies de orquideas son extremadamente
sensibles a la luz y algunos investigadores recomiendan incubarlas en completa oscuridad
durante los primeros meses y después de su germinacién (Harvais, 1973; Van Waes, 1984;
Mitchell, 1989) Ichihashi (1990) observé que los internodos de Bletilla striata se
elongaban en oscuridad., por otro lado la oscuridad promueve la formacién de rizoides en
las plantulas (Mitchell, 1989; Ichihashi, 1990). Fuchs & Ziegenspeck (1927) notaron que
aquellos rizomas que no estaban por completo cubiertos por el sustrato presentaban
rizoides en la parte mds basal y en contacto con el sustrato, es importante resaltar el
hecho de que gran parte de la reproduccién vegetativa ocurre en el suelo; esto contrasta
con las plantulas de las orquideas epifitas que usualmente son verdes cuando se exponen
a la luz; mientras que algunas terrestres permanecen palidas excepto por el meristemo
(Knudson, 1941; Stoutamire, 1964).

La oscuridad es necesaria para la
formacién de Protocormos (Fast,
1982); Burgueff (1936) mostré que la
oscuridad estimulaba el desarrollo del
protocormo y rizoma e inhibia la
formacién de meristemos en un
hibrido de Cymbidium, Werckmeister
(1971) observé que cuando el medio
era oscurecido con carbdn activado y
se iluminaba, las raices de plantulas de
Cymbidium tendian a crecer hacia
abajo. Stoutamire (1974) notdé un

geotropismo  positivo en los
micorrizomas de muchas especies de Figura 22 Fotografia de Prosthechea karwinskii en
orquideas australianas. Quizas para las su habitat natural

orquideas epifitas el tigmotropismo
junto con el geotropismo jueguen un papel muy importante para su establecimiento en la
naturaleza, asi como la formacion e inoculacién de las nuevas raices. Un fendmeno
interesante son las orquideas que literalmente cuelgan de cabeza como Prosthechea
karwinskii, por lo que para que estas se hayan establecido de esta manera la semilla se
debié de haber colocado naturalmente debajo de la rama del arbol (Fig. 22) donde quiza
el geotropismo, junto con la poca incidencia de luz jueguen un papel crucial y critico para
la germinacion e inoculacién del hongo.
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El suelo, la materia orgdnica o los restos vegetales en descomposicion en el que las
plantulas se instalan, crea un atmésfera local con una composicion muy distinta a la del
aire. No obstante las plantulas que crecen in vitro producen una gran cantidad de CO,
mientras tienen grandes demandas de O,, este fendmeno es atribuido en gran parte a la
alta tasa de crecimiento (Blakeman, 1976). Altas concentraciones de CO, inhiben en
desarrollo de los primordios foliares pero por otro lado cuando las concentraciones son
menores al 1% no existe crecimiento (Nakamura, 1976). Las plantulas de Guarianthe
aurantiaca crecen mas rapido in vitro en contenedores herméticamente cerrados que en
aquellos con cierta ventilacién (Hailes & Seaton, 1989). Kano (1968) reporto una alta
mortalidad de plantulas de Cymbidium goeringii y Cypripedium acaule en contenedores
cerrados casi herméticamente.

El etileno afecta la densidad de los rizoides (Smith & Russell, 1969) y de acuerdo con
Jackson (1985) causa geotropismo negativo al igual que si la planta creciera en un suelo
inundado. Estas observaciones no pueden ser generalizadas pero sugieren que la
concentracion de varios gases es de vital importancia para estudios futuros (Rasmussen,
1995).

Los suelos donde habitan muchas especies de orquideas son pobres en sales inorganicas
(Moller, 1985; Fast, 1985) existiendo una relacién inversa entre la concentracion de sales
minerales y la densidad de rizoides en las plantulas generadas in vitro (Eiberg, 1970; Van
Waes, 1984); una alta concentracion de sales minerales promueve la formacion de
meristemos en Bletilla striata mientras que las bajas concentraciones estimulaban el
desarrollo de las raices (Ichihashi, 1979), esta reaccién muestra que las plantulas tienden a
buscar ciertos minerales en el suelo y la concentraciéon de iones accesible en el suelo
tienden a variar con las estaciones, este factor podria estar sincronizado con el desarrollo
de nuevas raices y determinar el cambio entre la micotrofia y fototréfia. El pH y la
humedad son condiciones del suelo que estan co-relacionadas con la distribucién
geografica (Wherry, 1918; Currah et al., 1987), por ejemplo las orquideas de Norteamérica
tienen suelos cuyo pH oscila entre 3.7-7.5, algunas especies tienen una preferencia
bimodal (Stukey, 1967; Sheviak, 1983) un pH bajo retrasa la ruptura se sustancias
organicas, se incrementa la acidez del suelo por acumulacién de humus (Sundermann,
1961) por lo que no es de extrafiar el por qué algunas especies prosperan en restos
organicos los cuales tienen un bajo pH, o bien existen especies que prefieren suelos
calcareos con pH que oscilan entre 8-9 (Sundermann, 1962). Los medios de cultivo in vitro
usualmente son ligeramente acidos, pero después de que han sustentado el crecimiento
de plantulas por arriba de 1 afio el pH baja hasta 3.2 y 3.8 aparentemente sin la adiciéon
de compuestos detrimentales en cultivos de especies epifitas (Ernst, 1967); Fast (1980)
considera que los valores éptimos de pH oscilan entre 4.8-5.5 para desarrollar
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protocormos de especies terrestres, e indicaba que un pH de 3-4 y por encima de 6.5
retardaba el crecimiento. Eiberg (1970) noté que cuando el pH era inferior a 5 el tejido se
necrosaba.

2.16 ®EPIFITOSIS R

Las epifitas son un componente caracteristico de los bosques tropicales modernos, tanto
en términos de diversidad de especies como de biomasa. Aproximadamente el 7.5 % de
las especies de plantas vasculares son epifitas (Gentry & Dodson 1987; Branwell, 2002). El
habitat bajo el dosel es dificil de colonizar en primer lugar porque la estabilidad del
sustrato es baja (Nieder, 2004) por lo que no es de extraiiar que las raices estén adaptadas
a una maxima adhesion al hospedero para garantizar la supervivencia. En segundo lugar
los suministros de nutrientes y agua son limitados debido a que el sustrato es fino con
baja frecuencia de transporte y capacidad de agua (Chase, 1987) por lo que las epifitas
han desarrollado el metabolismo CAM, brotes operando como unidades fisioldgicas
especializadas e independientes, y los tejidos de absorcidon prolongan el contacto con
fluidos transitorios tales como raices velamentosas, necesarias para superar el estrés por
sequia (Benzing, 1990). En tercer lugar, los habitats de dosel no son de lo mas accesibles
para la colonizacion de las semillas esto se debe en gran parte por el arreglo de las ramas
(Ibisch et al, 1996). Las semillas pequeiias y en especial las que parecen polvo se dispersan
facilmente por el viento, logrando mejorar el éxito de la germinacion. En cuarto y ultimo
lugar, la densidad de poblacién de las epifitas es a menudo baja (Wolf & Flamenco, 2003).
Por lo que tienen sistemas de polinizacién altamente especializados en los que se
garantiza una transferencia eficaz del polen entre esas poblaciones dispersas. De lo
anteriormente mencionado no es de extraiar el porqué de las casi 25,000 especies de
orquideas cerca de 18,000 son epifitas (Royal Botanic Gardens, Kew, 2003).

Muchos de los hongos asociados a las orquideas clorofilicas son parasitos de otras plantas
(Sen et al., 1999). Ruinen en (1953) resumié la evidencia de que los epifitos; en especial
las orquideas y helechos, son los antagonistas de sus arboles hospederos, una condicién
que el llamo epifitosis. Esta evidencia incluia:

) Existe cierta correlacién entre la salud del arbol y la abundancia de los epifitos.

) La evidencia histolégica muestra que el hongo que invade las ramas y hojas de los
arboles es muy similar al que se encuentra en las raices de las orquideas.

) Las orquideas solo crecen en ciertos arboles.

|
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V) Las secciones a través de las raices de las orquideas y las ramas de los arboles
muestran una continuidad de hifas fungicas entre ambos organismos.

Johansson (1977) observd que algunas orquideas epifitas eran mas abundantes en
arboles enfermos, no obstante no se ha podido establecer una relacién casual. La teoria
de la epifitosis ha sido muy controvertida y muchas orquideas epifitas tienen micorrizas
gue se consideran facultativas (Benzing & Friedman, 1981). De todas maneras la
dependencia micorrizica de las orquideas epifitas no ha sido bien examinada, requiriendo
de métodos modernos que refuten la teoria de Ruinen (Brundrett, 2002).

Mucho del conocimiento sobre los enddfitos de orquideas epifitas estd basado en analisis
moleculares (Vease Rhizoctonia en el 3.8 ), muy pocos son los trabajos enfocados a la
germinacién simbidtica de estas especies tanto a nivel nacional como mundial; la gran
mayoria de ellos han extraido enddéfito de la raiz, solo la publicacién de Zettler y
colaboradores,en 2011, es el Unico trabajo hasta la fecha en el que se documenta que se
han extraido endéfitos de epifitas a partir de protocormos generados in situ pero solo con
fines de andlisis moleculares.

Pereira y colaboradores (2005) inocularon semillas de Oncidium flexuosum con diez
aislados micorrizicos, de los cuales una cepa pertenecia a la especie y solo esa fue capaz
de promover la germinacién y el desarrollo de las semillas, mientras que las semillas
incubadas en ausencia de hongo fallaron en la germinacién.

Porras-Alfaro y Bayman (2007) aislaron hongos de varias especies de Vanilla spp.
Encontrando que los hongos pertenecientes a Ceratobasidium estimulaban la
germinacién y el desarrollo de plantas de la especie y de un hibrido comercial de
Dendrobium.

Otero y colaboradores (2005, 2007) encontraron que la geminacion y desarrollo de
semillas de lonopsis utricularioides y Tolumnia variegata germinaban in vitro en presencia
de hongos del género Ceratobasidium obtenidos a partir de raices de plantas adultas de
diferentes localidades. Otero y Bayman (2009) mostraron que las cepas obtenidas de
raices de Tolumnia variegata estimulaban mejor la germinacion y desarrollo de semillas
gue los medios asimbidticos; ademas, se probaron estos aislados con otras epifitas como
Epidendrum ramosum, Lephantes rupestris, Psychilis monensis , todas ellas comenzaron la
germinacién (ruptura de la testa) con las cepas obtenidas a partir de Tolumnia variegata,
pero no se encontraron ventajas significativas.

Nontachaiyapoom y colaboradores(2011) probaron diferentes aislados provenientes de
diferentes orquideas sobre la germinacién de Dendrobium draconis y Grammatophyllum
speciosum encontrando que los cultivos simbidticos son mejores y mas rapidos para
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promover el desarrollo de plantulas que los controles asimbidticos. Solo dos cepas de
Epulorhiza repens fueron los que estimularon el desarrollo y crecimiento de G. speciosum;
Mientras que las semillas de D. draconis germinaron y se desarrollaron mejor con
diferentes cepas del género Tulasnella.

Bertolini y colaboradores (2011) extrajeron micorrizas de orquideas epifitas procedentes
de la regidn del Soconusco en Chiapas, Rossioglossum grande, Cuitlauzina convallarioides
y Rhinchostele bictoniensis, se aislaron 10 cepas de R. grande y se inocularon sobre
protocormos pre-germinados; después de 10 meses solo una de las cepas promovid su
desarrollo. Para C. convallaroides se aislaron tres cepas, las cuales se inocularon sobre
semillas y después de tres meses solo una cepa logré producir protocormos. Se probaron
10 cepas de diferentes orquideas sobre semillas de R. bictoniensis tres de ellas
promovieron la germinacién de las semillas y después de 4 meses desarrollaron
protocormos.

Montafio Samaniego, (2011) aislé hongos presentes en las raices de Oncidium
sphacelatum y las inoculd en plantulas producidas in vitro con diferentes sustratos,
notando que las micorrizas juegan un papel positivo durante la aclimatizacion.

2.17 ®» PARQUES NACIONALES =

Un area natural protegida es un espacio geografico claramente definido, reconocido,
dedicado y gestionado, a través de medios legales o de otro tipo, para lograr la
conservacion a largo plazo de la naturaleza. Sin embargo existen excepciones; muchas de
estas contienen caracteristicas geoldgicas significativas que explican los procesos de la
tierra, hasta areas protegidas emblematicas importantes, que constituyen el patrimonio
de un pais. Las areas naturales protegidas existen en una sorprendente variedad de
tamafios, ubicaciones, métodos de gestion y objetivos lo cual hace imposible darles una
clasificacién estricta; el enfoque de conservacion suele ir desde restrictivo, es decir: se
prohiben las actividades humanas como la recoleccién de alimentos, la caza o extraccién
de recursos naturales, hasta aquellas en las cuales el enfoque de conservacion no es
restrictivo y la conservacién se integra con estilos tradicionales de vida humana e incluso
se lleva a cabo con la extraccién sostenible de los recursos limitados.
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Dentro de las Areas Naturales Protegidas podemos encontrar la categoria de Parque
Nacional las cuales se distinguen por que comprender las siguientes gestiones:

1. Contener ejemplos representativos de las principales regiones naturales,
bioldgicas, ambientales o escénicas nativas que proporcionen interés cientifico,
espiritual, recreativo o turistico.

2. El drea debe ser de tamafio suficiente para mantener las funciones ecoldgicas y
procesos que permitirdn a las especies nativas y comunidades persistir a largo
plazo con la intervencién minima de gestion.

3. La composicién, estructural y funcion de la biodiversidad deben ser en gran

|II

medida de un estado “natural” o tener el potencial para ser restaurado, ademas de

no tener la intervencidn de especies invasoras (Dudley, 2008).

La Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas en México administra actualmente
174 areas naturales de caracter federal que representan mds de 25,334,353 de
hectdreas.La categoria con mayor nimero de areas decretadas es la Reserva de la Biosfera
(con 12,652,787 h) seguida de de Parque Nacional (con 1,432,024 h); sin embargo, con
ésta se cubre sélo el 11.3% de la superficie total del pais protegida. El 32% de los parques
nacionales tienen una extension menor a 1000 ha, superficie que se considera minima
para garantizar la conservacién de los ecosistemas de acuerdo a la UICN (Ordofiez y
Flores, 1995). Antes de que la mayor parte de las ANP fueran declaradas como tales, en
ellas ya existian grupos humanos habitando y utilizando legalmente sus recursos, por lo
gue la mayor parte de ellas se han visto como zonas de usos multiples. De acuerdo con el
INEGI la poblacion registrada en estas zonas para el afio 2005 (era aproximadamente de 3,
448,470 habitantes) representaba 3.34% de la poblacion total nacional. Una situacién que
afecta de forma considerable esta cifra es la presencia de un importante componente
poblacional en Parques Nacionales ubicados en las zonas metropolitanas de la ciudad de
México y de Monterrey (Vargas-Marquez, 1997)
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Debido a sus invaluables recursos naturales, paisajes, cultura, condiciones ambientales y
su sobresaliente biodiversidad, el 22 de enero de 1937 durante el gobierno del Presidente
Constitucional Lazaro Cardenas, se decreta con categoria de Parque Nacional los terrenos
del pueblo de Tepoztlan, Morelos, y sus alrededores. El Parque se localiza al sur del

Distrito Federal, en el municipio de Tepoztlan, estado de Morelos. Comprendida entre los
18°53°20""y 19° 05'30"" de latitud N y los 99° 02" y 99° 12" 55”" de longitud O, abarca una
superficie de 24. 000 hectareas, tiene un rango altitudinal que va de 1,200 a 3,470 msnm.

Figura 24. La diversidad de paisajes y de riqueza biologica del Parque Nacional el Tepozteco es
producto de su topografia y climas que se mezclan para formar un mosaico muy diverso de

condiciones ambientales.

En la zona coinciden elementos floristicos de afinidad Neartica (Quercus, Pinus, Arbutus,
Arctosthaphylos, Castilleja y Penstemon) y neotropical (Bursera, Agave, Echeveria,
Tecoma, Cosmos, Mimosa y Fourcraea), dando lugar a la gran diversidad del area. La zona
se encuentra en lo que Rzedowski (1978) describe como la Provincia Floristica de las
Serranias Meridionales, de la cual forman parte el Eje Volcanico Transversal, la Sierra
Madre del Sur y el complejo de montafias mas altas del norte de Oaxaca. La provincia
incluye las elevaciones mas altas de México, asi como muchas areas montanosas aisladas,
cuya presencia propicia el desarrollo de numerosos endemismos. De acuerdo a estudios
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recientes, se sabe que existen en el Parque 1,119 especies de flora agrupadas en 138
familias y en funcién del numero de especies destacan las familias Orchidaceae, Poaceae,
Asteraceae y Lamiaceae, El estado de Morelos cubre 0.25% del territorio nacional y en él
crecen 143 especies de orquideas (Fig.25), lo que equivale mas del 10 % del total del pais,
es importante mencionar que en mayor o menor grado practicamente toda la vegetacion
primaria del estado ha sufrido alteraciones y/o perturbaciones debido a las actividades del
hombre (Espejo et al 2002).

Monroy y Taboada (1990) mencionan la presencia de siete tipos de vegetacion bosque de
pino, bosquede oyamel, bosque de encino, bosque de aile, bosque mesdéfilo de montaiia,
matorral crasicaule y selva baja caducifolia. Léopez y Paniagua (1990) agrega a la
clasificacién de Monroy y Taboada el pastizal subalpino, pradera y matorral rosetoéfilo. De
acuerdo con Bonilla-Barbosa (2003) en el Parque también se distribuye la vegetacidn
acuatica y bosque perennifolio y deciduo ripario, también incluye la vegetacién arvense
(plantas asociadas a la agricultura, tanto de temporal como de riego y ruderales).

Figura 25 Fotografias tomadas in situ donde se puede apreciar la diversidad y belleza de

algunas orquideas presentes en el Parque Nacional el Tepozteco y sus zonas de influencia.
1 )Govenia liliacea (Lex.)Lindl.
2) Prosthechea squalida (Lex.) Soto Arenas & Salazar.

3) Bletia neglecta Sosa.

4) Trichocentrum cebolleta (Jacq.) M.W.Chase & N.H.Williams

5) Schiedeella albovaginata (C.Schweinf.) Burns-Bal.
6) Malaxis brachyrrhynchos (Rehb.f.) Ames

7) Erycina hyalinobulbon (Lex.) N.H.Williams & M.W.Chase

8) Trichocentrum pachyphyllum (Hook.) R.Jiménez & Carnevali

9) Hintonella mexicana Ames.
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4.0 ® DESCRIPCION BOTANICA DE LA ESPECIE (&R

** Rhynchostele cervantesii (La Llave & Lex.)

Sinénimos: Odontoglossum cervantesii Lex. in P.de La Llave & J.M.de Lexarza, Oncidium

cervantesii (Lex.) Beer, Prakt. Lemboglossum cervantesii (Lex.) Halb. Amparoa cervantesii (Lex.).

Planta pequefa epifita de hasta 30
cm de alto, incluyendo la
inflorescencia, rizoma abreviado vy
raices filiformes flexuosas de color
café blanquecino, Pseudobulbos
ovoides a largamente ovoides,
comprimidos, a veces agregados y de
color verde oscuro manchados de
café-purpura en toda la superficie;
parcialmente cubiertos por 2-3 vainas
membrandceas. Una hoja apical de
base estrecha y conduplicada
formando un peciolo, lamina oblongo-
eliptica, lanceolada, aguda a obtusa,
mucronada, subcoriacea, flexible,
sulcada en el haz y quillada en el
envés. Presenta una inflorescencia
raramente dos, saliendo de la base del
pseudobulbo maduro, erecta o
arqueada, con flores simultaneas;
pedinculo  comprimido, purpura
renegrido; con bracteas tubulares,
apresadas, membrandceo-escariosas,
cafés, traslucidas. Bracteas florales

5 )

angostamente triangular-lanceolada, membrandceas, secando en la antesis. Ovario

pedicelado, distalmente sigmoide, subterete-obcdnico, verde, sulcado. Flores de textura

débil y de larga duracidn, algo mds anchas que altas, blancas, raramente difuminadas de

rosado, con bandas y manchas de color marrén dispuestas de forma concéntrica sobre los
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tépalos y raramente sobre el labelo. Sépalo dorsal, erecto, oblanceolado-eliptico,
apiculado, cdéncavo, sulcado en la superficie adaxial, dorsalmente carinado. Sépalos
laterales descendentes, lanceolados u oblanceolados, a veces algo falcados, sulcados en
la superficie adaxial, dorsalmente carinados. Pétalos extendidos eliptico-ovados, con la
base sésil, obtusa, los margenes subenteros o ligeramente plegados distalmente, algo
reduplicados en el apice. Labelo extendido-descendente, con una ufia obtriangular,
[dmina triangular ovada, flabelada a cordada, cdncava, margenes enteros, diminutamente
crenados o erosos. Callo cdncavocimbiforme sobre la uiia de color amarillo cromo con
rayas y puntos sepia, con dos alas laterales, rigidas, papilosas, formando una cavidad.
Columna esbelta, arqueada, subclavada, abruptamente ensanchada a nivel del estigma,
ventralmente gibosa-quillada, celularmente papilosa, a nivel de las alas; éstas dos,
obovadas, flabeladas u orbiculares, subenteras, algo arqueadas descendentes a lo largo
del estigma. Cavidad estigmatica eliptica-ovada, cdncava, viscosa; rostelo un tabique
grueso, sulcado, con una proyeccidon piramidal-ovoide hacia el estigma que lleva un
marsupio donde se encuentra el viscidio. Antera galeada, comprimida, anchamente
rostrada, el extremo superior redondeado-truncado y papiloso, unilocular. Polinario con
dos polinios obpiriformes, sulcados, amarillos; un estipite laminar, hialino, linear-
obtriangular, abaxialmente canaliculado, arqueado, ensanchado distalmente en una
[dmina triangular en forma de ancla; viscidio infracto respecto al estipite, café,
abaxialmente viscoso. Capsula elipsoide- fusiforme, con tres quillas inconspicuas.

Distribucion: Endémica del eje Neovolcanico transversal y una porcion de la Sierra Madre
del Sur, en Michoacdn, México, Morelos y Guerrero. La especie esta reportada en los
municipios de Cuernavaca, Huitzilac y Tepoztlan en el estado de Morelos.

Ecologia: se le suele encontrar en comunidades tipicas de montafia como Bosques
Mesofilos, Bosques de encino-pino-encino a altitudes que van desde los 1800 a los 2700
msnm, raras veces se ha encontrado a 1400 6 3100 msnm. Florece de enero a abril (Soto-
Arenas et al.2011).

n

Nombres comunes: "Tigrillo", "mariposa blanca ", "gallito de monte" (Michoacdn),

"aguasuchil " (México).

Etnobotanica: En Oaxaca es comun ver plantas de Rhynchostele cervantesii ssp.
membrandcea, Artorima erubescens, Laelia albida y L. furfuracea adornando altares y
nacimientos durante la época navidefia (Solano-Gémez et al., 2010)

Estado de Conservacion: se le considera amenazada en la Norma Oficial Mexicana NOM-
059-SEMARNAT-2010.
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Figura 27. Fotografias de Rhynchostele cervantesii tomadas in situ.
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Justificacion.

A pesar de que la mayoria de los miembros de la Orchidaceae son epifitas tropicales y
subtropicales, la presencia de micorrizas ha sido poco investigada. El grupo mejor
estudiado es el de las orquideas terrestres (Otero., et al. 2002), en la ultima década se ha
reportado que la micobiota de una plantula es mayor y muy distinta a la de una planta
adulta por lo que cuando los pelotones se han extraido de raices dan resultados negativos
para la germinacién simbidtica in vitro (Rasmussen 2001). Por tal motivo este trabajo
pretende obtener micorrizas a partir de un método in situ para la inoculacién de semillas
de una orquidea epifita.

Hipotesis

Si el patrén de distribucidn tanto de plantulas como de plantas adultas de orquideas esta
determinado por el hongo que inicia la germinacidn, entonces es posible colocar una
trampa con semillas que permita capturarlo in situ para posteriormente aislarlo,
purificarlo y propagarlo para obtener la germinacidn simbidtica in vitro.

Objetivo general

¥ Desarrollar una trampa para hongos micorrizicos in situ de semillas de la orquidea
epifita Rhynchostele cervantesii (La Llave & Lex.) en el Parque Nacional el
Tepozteco.

Objetivos particulares

¥ Aislar y purificar las micorrizas presentes en las trampas para obtener cepas
asociadas a las semillas y en las trampas.

¥ Comparar el efecto de las cepas sobre la germinacién simbidtica in vitro de semillas
de R. cervantesii (La Llave & Lex.).
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5.0 ®» METODOLOGIA

5.1 p AREA DE ESTUDIO

Durante el mes de abril del 2011 se muestred una localidad, en el parque nacional “El
Tepozteco” en el estado de Morelos, aproximadamente a 10 km al noroeste del poblado
de Tepoztlan, con altitud promedio de 2,500 msnm ( 20m). Observandose un ecotono
entre lo que Silva y colaboradores (1999) denominan matorral crasicaule y bosque de

encino (Quercus). Con un suelo conformado principalmente por derrame de roca volcanica
del “Chichinautzin”, dando lugar a un suelo somero (Determinado como litosol por la
FAQ), con abundante presencia de hojarasca hacia el Noroeste. De acuerdo con la
clasificacion de Képpen modificada por Garcia (1964) y aplicado por Taboada (1981), el

Figura 28. Fotografias tomadas de la zona de estudio en diferentes estaciones. 1.- invierno-

primavera. 2.- primavera-verano. 3.- verano-otoiio. 4.- otoiio-invierno.




area presenta un clima de tipo (C(w;)(w)big) templado subhiumedo con veranos frescos y
largos donde la temperatura media anual oscila entre 12 y 18 °C isotermal con marcha
tipo Ganges, canicula, y un porcentaje de lluvia invernal menor a 5mm.

A finales de verano y principios de otofio se manifestd el fendmeno de sombra de lluvia
(Fig. 28). Ya que la zona presentaba un comportamiento similar al de bosque meséfilo de
montafia; mientras que en invierno se noté claramente como la humedad relativa, asi

como la presente en el suelo, comenzaba a disminuir drastica y paulatinamente hasta
llegar a la primavera donde la sequia meteoroldgica es muy marcada.

Figura 29. Fotografia in situ de forofitos albergando liquenes, musgos, helechos, bromelias,

cactaceas, trepadoras, orquideas, entre otros.

Al ser un ecotono la diversidad de organismos epifitos fue muy notorio (Fig.29), se
encontrarén forofitos que podian albergar densas capas de liguenes, musgos, helechos,
ademas de bromelias, cactdceas, trepadoras, orquideas, entre otros. Las orquideas
epifitas correspondieron a poblaciones de Rhynchostele cervantesii, cuyos individuos




juveniles se distribuian desde los 50 cm sobre el nivel del suelo hasta casi las copas de los
foréfitos. Otras orquideas asociadas fueron Prosthechea rhombilabia, Prosthechea
pringlei, Rhynchostele aptera, Epidendrum anisatum, Stelis retusa, un caso muy particular
fue encontrar a Malaxis brachyrrhynchos creciendo como epifita cuando la especie esta
reportada como terrestre. En la localidad, también se observaron orquideas terrestres
como Schiedella llaveana, Habenaria novemfida, Govenia superba y una saprofita
Corallorrhiza bulbosa.

5.2 » ELABORACION DE TRAMPAS CON SEMILLAS

Se emplearon, como material bioldgico, semillas de Rhynchostele cervantesii obtenidas del
Banco de Semillas de la Unidad de Investigacion en Biologia Vegetal (UIBV) de la Facultad
de Estudios Superiores Zaragoza, las cuales fueron colectadas en el mes de febrero del
2011 y se encontraban almacenadas en refrigeracién a -4° C. Se evalué la viabilidad de las
semillas con cloruro de trifenil tetrazolio (TTC) para certificar que ésta fuera mayor al
50%.

Las trampas, para los hongos micorrizicos in situ, se elaboraron considerando
caracteristicas del material empleado, como las siguientes:

® Inerte para no alterar el sustrato.

© Flexible para permitir una mayor area de contacto superficial con ramas, troncos u
horquetas.

® Mantener humedad tratando de copiar las caracteristicas de su entorno.

® Distribuir a las semillas de manera uniforme.

Las trampas se construyeron con malla de nylon de 65 pum de didametro de poro y con
rectangulos de esponja sintética; para ello se recortaron rectangulos de 10 x 5 cm (Fig.
30) se doblaron y se unieron dos de los tres bordes con la ayuda de una pistola de silicon

para obtener sobres de 5 x 5 cm (Fig. 31).




Con la ayuda de un bisturi, se cortaron rectangulos de esponja sintética de 3.5 x 2.5 x 0.5
cm (largo, ancho y grosor respectivamente) (Fig. 32- 33).

Tanto los sobres de malla de nylon como los rectangulos de esponja se lavaron con agua
corriente y posteriormente desinfectados en una solucién de hipoclorito de sodio al 0.5%
v/v durante 10 minutos (Fig. 33), se enjuagaron con agua destilada estéril, con la finalidad
de eliminar residuos y contaminantes de fabrica. Las esponjas guardaban una gran
cantidad de burbujas, por lo que al lavarlas y enjuagarlas fue necesario removerlas
presionandolas con la ayuda de una varilla de vidrio (Fig. 34)

Ambos materiales se dejaron secar sobre papel absorbente y a temperatura ambiente;
una vez secos, se colocd sobre la esponja 100 mg de semillas de R. cervantesii
(aproximadamente 7,000 a 7,500 semillas), que se esparcieron de manera dispersa y
homogénea (Fig. 35-37).
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La esponja con semillas se introdujo en el sobre de malla nylon (Fig. 38) se cerrd el
extremo faltante con silicén (Fig.39) realizando un total de 22 sobres de la misma manera.

5.3 goINSTALACI()N DE LAS TRAMPAS PARA SU INOCULACION EN CAMPO

En campo, en el habitat natural de Rhynchostele cervantesii, se seleccionaron un total de
22 fordfitos (Todos ellos Quercus rugosa) con una o mads colonias de esta orquidea, entre
ellas se seleccionaron plantulas jovenes, de aproximadamente 1.5 cm de altura con un
pseudobulbo y dos hojas. Se colocd una trampa por foréfito ubicdndola lo mas cercano a
este tipo de plantas seleccionadas (Fig. 40), la trampa fue atada con hilo eldstico de nylon
y se cubrié con liqguen y/o musgo presente en el arbol para ocultarla y garantizar que las
condiciones microambientales (exposicion de luz, escorrentias, humedad relativa, entre
otras) fueran las propicias para cebar al hongo micorrizico (Fig. 41). Once trampas
fueron colocadas in situ en el afio 2011 y otras once en el afio 2012 todas ellas durante
los meses de marzo o mayo, esto con la finalidad de simular la dispersidon natural de las
semillas.

A cada trampa se le asignd una clave y se registraron los siguientes pardametros:
coordenadas UTM con un GPS (marca Garmin® modelo etrex) para georreferenciar cada
fordfito; orientacidon de la trampa (Norte, Sur, Este, Oeste), altura sobre el suelo; se
registro la ubicacion de la trampa en el forofito (tronco u horqueta), organismos asociados
(liquenes, musgos, helechos, bromelias, entre otros) en una superficie de 40 cm de
didmetro. Ademas, se atd un listdn al arbol para facilitar su ubicacién (Fig. 42).
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Figura. 40 Instalacion in situ de las trampas donde se observa a la trampa (T) colocada cerca de un

individuo juvenil o plantula de (P) de Rhynchostele cervantesii. Figura. 41 momento en que la trampa

es ocultada con el sustrato original del foroéfito. Figura. 42 Marcaje del forofito.

5.4 yRECOLECTA DE TRAMPAS

Las trampas permanecieron en campo entre tres y cinco meses, excepto dos que
permanecieron durante mds de un afo. Cada trampa fue recolectada de manera
aleatoria; para ello, se colocé debajo de cada trampa un recipiente de vidrio (previamente
esterilizado) y con ayuda de una navaja se corté el hilo de nylon (Fig. 43), de tal manera
gue la trampa cayera dentro de él (Fig. 44) (esto evité manipular lo menos posible Ia
trampa colectada); para evitar tanto la pérdida rdpida de humedad como el estrés para el
material biolégico , se colectd parte del sustrato (musgo, liquen y corteza) entre el cual
permanecio la trampa para los hongos micorrizicos, posteriormente, el recipiente con el
material biolégico fue cerrado y almacenado en una hielera sin hielos, lo cual evitd el
cambio brusco de temperatura durante su transporte hasta el laboratorio.




5.5 p AISLAMIENTO FONGICO A PARTIR DE LAS TRAMPAS.

Una vez en el laboratorio los recipientes, que contenian las trampas, fueron extraidos de
la hielera y desinfectados externamente con etanol al 70% para ser procesados en la
campana de flujo laminar, donde con ayuda de unas pinzas de punta roma, se extrajo la
trampa del recipiente y se sumergié en un vaso de precipitados con 100 ml de agua
destilada estéril, manteniéndolo durante 10 minutos en agitacion manual constante y asi
formar una solucién patrén (1:100); de esta solucién se tomd con una pipeta estéril 1mly
se diluyé con 9ml de agua destilada estéril para formar una solucién de concentracion
1:10; la trampa se aparté en una caja de Petri estéril para su posterior procesamiento.
Enseguida se tomd 1ml de la solucidn 1:100 (patrén) 6 de la 1:10 y se vertieron sobre una
caja Petri estéril, se vertid uno de los dos medios utilizados para el aislamiento fungico, el
FIM (Fungical Isolated Media por sus siglas en inglés) 6 el medio PDA (Papa Dextrosa Agar)
(Anexo 2), en el momento en que comenzaban a solidificar; Realizando tres repeticiones
por cada medio de cultivo de ambas concentraciones y por cada trampa.

Posteriormente, a las trampas en las cajas Petri y bajo condiciones de asepsia, se les
realiz6 una incisidn, con ayuda de un bisturi, en uno de los extremos, para extraer la
esponja con semillas, la esponja fue cortada en seis porciones y cada porcién se colocd
sobre una caja Petri estéril y se vertieron sobre ellos uno de los dos medios utilizados
para el aislamiento fungico, FIM o PDA, obteniendo tres repeticiones de porciones de
esponja con semilla para cada medio de cultivo.

Los cultivos, con las soluciones y con las porciones de esponja, en las cajas Petri se
incubaron en obscuridad por 72 horas a temperatura ambiente (23 + 3°C).

5.6  AISLAMIENTO FUNGICO DE PLANTULAS Y PROTOCORMOS.

Cuando la esponja fue procesada bajo condiciones axénicas se apreciaron a simple vista
protocormos con una talla de aproximadamente 5 mm de didmetro, los cuales fueron
extraidos de la esponja o la malla de nylon; estos fueron desinfestados con una solucién
de hipoclorito de sodio al 0.5 % v/v por 10 minutos., Se enjuagaron con agua destilada
estéril, se disectaron por la mitad y fueron colocados sobre medio FIM. Durante la
instalacién y/o busqueda de las trampas se encontrdé y colectd un protocormo con
primordio foliar y seis plantulas de Rhynchostele cervantesii tres de ellas presentaban en
la base del Unico pseudobulbo la reminiscencia del protocormo de la cual emergian las
raices verdaderas (Fig. 45), mientras que los otros individuos juveniles colectados
presentaban de dos a cinco pseudobulbos (Fig. 46); estos fueron lavados con agua
corriente y cepillados con jabdén liquido para manos (marca equate®) posteriormente
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fueron llevados bajo condiciones de asepsia donde nuevamente se desinfestaron en una
solucién de hipoclorito de sodio al 0.5 % v/v por 10 minutos; a las raices se les retird el
velamen con ayuda de un bisturi, se seleccionaron y seccionaron las porciones que
presentaban una coloracién marrdn, los protocormos y reminiscencias de protocormo
fueron disectados por la mitad. Para finalmente colocarlas sobre medio FIM e incubarlas

en oscuridad en una hielera a temperatura ambiente por tres semanas.

Figuras 45-46. Plantulas e individuos juveniles encontrados in situ la plantula mas pequena con
la reminiscencia del protocormo median desde 1.5cm hasta 5 cm desde la punta de la raiz hasta la
hoja mas larga. Mientras que los individuos juveniles presentan de dos a seis pseudobulbos mayor

cantidad de raices.

Fig. 47-48. Durante la
instalacion y basqueda de las
trampas se encontraron
protocormos y plantulas de
Stelis retusa de las cuales se
colectaron tres protocormos y
dos  plantulas para su
aislamiento micorrizico de
igual manera que con

Rhynchostele cervantesii.
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5.7 ¢ PURIFICACION DE LAS MICORRIZAS Y OBTENCION DE CEPAS

Una vez que se observd el desarrollo de algunas colonias en los diferentes recipientes con
cultivos para el aislamiento fungico, bajo el microscopio de campo claro a un aumento de
40x o el microscopio estereoscopio a un aumento de 4x, se selecciond aproximadamente
1cm?® de agar con el micelio de interés, marcando por debajo de la caja Petri el perimetro
con un plumén indeleble de punto mediano.

Posteriormente, bajo condiciones asépticas, se utilizaron cajas Petri de tres ventanas
cubiertas previa y parcialmente con medio FIM para colocar sobre la superficie libre de
medio un cubo de agar con micelio. El pequefio margen libre de medio de cultivo cred un
puente por el cual las hifas del hongo crecian, dejando atrds la posible contaminacién
bacteriana y recreciendo sobre el medio fresco; si se sospechaba de contaminacién en
este nuevo bloque, este procedimiento se repetia varias veces si era necesario, ya que
con este método se evitd el uso de antibidticos. Para este momento, los cultivos con
hongos purificados se les asigné una clave, la cual correspondié a la especie de orquidea,
al numero del forofito o al indculo de donde se aisl6 como fue RAIZ, o reminiscencia del
protocormo (RPT) o porcién de esponja de la trampa (ESP), seguido por el nimero de
cepa, el medio de cultivo, y el nimero de veces que se hizo pasar por la caja de tres
ventanas para obtener un cultivo puro.

5.8 Yy ALMACENAMIENTO MICORRIiZICO

Los hongos micorrizicos aislados y purificados recreciendo hasta cubrir el medio en su
totalidad en las cajas Petri fueron almacenados en refrigeracién por un periodo minimo de
15 dias o hasta que el medio de cultivo comenzé a agotarse posteriormente se
subcultivaron en medios PDA con tres repeticiones por cepa para volver a ser
almacenados en refrigeracién.

5.9 o GERMINACION SIMBIOTICA IN VITRO.

Se colocé una muestra de semillas de Rhynchostele cervantesii en sobres de Papel
Whatman #40 y bajo condiciones de asepsia en la campana de flujo laminar fueron
desinfestados con etanol al 70% por tres minutos en una solucion de hipoclorito de sodio
al 0.5% (v/v), durante 10 minutos en agitacion constante; en seguida, se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril, , los sobres se colocaron en una caja de Petri estéril en
donde cada sobre se extendid, y con ayuda de una espatula se tomaron semillas para
esparcirlas, de manera homogénea, sobre medio basico de avena (MBA); posteriormente,
se colocd un cubo de agar de aproximadamente 1 cm® con hifas flngicas, previamente
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purificadas para la inoculacién simbidtica in vitro de las semillas. Con tres repeticiones por
cepa y un testigo que consistié en semillas esparcidas sobre el medio MBA sin la adicién
de una cepa. Se emplearon protocormos desarrollados a partir de semillas cultivadas
asimbidticamente in vitro en el medio Murashige y Skoog (MS) con 50% de concentraciéon
de sus sales basales. Se colocaron 15 protocormos por caja Petri con MBA vy, al igual que
las semillas, se colocd un cubo de agar con hifas fungicas para la inoculacién simbidtica in
vitro de los protocormos.

5.10 o GERMINACION ASIMBIOTICA IN VITRO.

Las semillas de Rhynchostele cervantesii fueron desinfestadas, de manera similar que en la
germinacién simbidtica in vitro y bajo condiciones axénicas, se sembraron en el medio MS,
al 50% y al 100% de concentracion de sus sales basales, con tres repeticiones para cada
una. La incubacién de las semillas, tanto en los medios simbidticos y asimbidticos, se
realizd en obscuridad a temperatura ambiente por una semana, envolviendo con papel
aluminio las cajas Petri con los cultivos, transcurrido este tiempo se incubaron a 25 °C en
un fotoperiodo de 16 horas luz / 8 obscuridad y con una intensidad luminosa de 322.9 lux,
durante 15 semanas.

La germinacion de las semillas y los estadios de desarrollo en el protocormo se observaron
semanalmente hasta la 132 semana bajo el microscopio estereoscopio. Se tomaron
registros fotograficos de semillas y protocormos en diferentes etapas de desarrollo, tanto
en los tratamientos simbidticos como asimbidtico. El porcentaje de semillas o
protocormos en cada etapa de desarrollo se calculd dividiendo el nimero de semillas o
protocormos en cada etapa por el nimero total de semillas y protocormos

5.11 pEVALUACION DE LA COMPATIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD
FUNGICA SOBRE LA GERMINACION SIMBIOTICA IN VITRO.

Después de la siembra se observaron las cajas Petri bajo el microscopio de campo claro a
un aumento de 40x y la evaluacidn se realizd con base a las siete relaciones que tienen los
hongos con las semillas, propuesta inicialmente por Burgeff en 1909, modificada por
Downie 1959 & Hadley 1970.

1) No hay infeccién

2) La hifa entra por el suspensor y forma unos pocos pelotones en la parte basal del
embridn. Pero no ocurre crecimiento.

3) En las semillas infectadas se forman de manera normal los pelotones, la semilla
tiene un desarrollo normal que ocurre de manera muy lenta y algunas semillas
no se infectan.
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4) La infeccion ocurre de manera normal. La mayoria de las semillas infectadas
presentan pelotones en la parte basal del embrion y el desarrollo ocurre
aceleradamente.

5) La infeccion es demasiado intensa. Las semillas y/o plantulas infectadas se
descomponen en pelotones y el desarrollo ocurre lentamente y no aparecen
rizoides que infectar.

6) El embrion estd totalmente infectado, la Unica parte no infectada es la porcion
chalazal y el embridén eventualmente muere.

7) La infeccion ocurre de manera instantanea. Las células del embridn se llenan con
hifas hasta romperlo. No ocurre la germinacion.

Esta clasificacién proporciond un parametro para evaluar la simbiosis de las cepas
empleadas para la inoculacidn simbiética in vitro de semillas y protocormos. La relacion 1
se considerd cuando el embridn era resistente en presencia de una cepa débil; mientras
que, larelacién 4 fue considerada como el equilibrio entre el hospedero y el endéfito, y
hasta la relacién 7 se consideré como una cepa virulenta.

6.0 ™ RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 o TRAMPEO IN SITU.

De manera general, el ambiente epifito donde se colocaron las trampas fue muy
heterogéneo, en el cuadro 01 se puede apreciar que las 22 trampas fueron instaladas
desde los 0.4 m hasta los 2.2 m de altura sobre el nivel del suelo; a pesar de que las
trampas se colocaron a una altura promedio de 1.5 m, no existié una altura sobre el nivel
del suelo que garantizarda ser la adecuada para la germinacién in situ; ya que en
condiciones naturales se observd que un solo forofito podia albergar varias colonias de
individuos jovenes de Rhynchostele cervantessi con apenas uno o unos cuantos
pseudobulbos junto a plantas maduras con varios pseudobulbos y frutos formados, todos
ellos cubriendo el tronco del forofito de una manera aleatoria; aunque, en algunos
forofitos los individuos con un gran niumero de pseudobulbos o con frutos se encontraban
a una altura mayor que los individuos mas jovenes. Lo anterior, sugiere realizar estudios
previos de densidad poblacional, ubicaciéon y densidad de colonias sobre el fordfito para
conocer si en verdad existen variaciones o relaciones en cuanto a la germinacién con
respecto a la altura y los individuos establecidos sobre el foréfito, se debe tener en

79



cuenta, que los primeros cultivadores de orquideas sembraban y germinaban las semillas
cerca de plantas maduras, asi como el mismo Bernard lo publicé en 1909 sin embargo, en
la Ultima década se ha reportado que la micobiota de una plantula es mayor y muy
distinta a la de una planta adulta (Rasmussen 2001), se tiene que considerar que las
pequefias y abundantes semillas de las orquideas son dispersadas en ambientes
fragmentados y especializados (Benzing & Atwood, 1984; Rasmussen, 2000); asi como es
imprescindible sefalar si la inoculacion simbidtica in situ ocurre mejor en combinacion de
individuos juveniles y/o adultos; ésto contrasta con la disponibilidad de hongos
micorrizicos in situ ya que Van der Kideren (1995 a,b), al realizar sus trampeos, observo
que las plantulas tenian un desarrollo lento y resalté que esto podia deberse a la alta
densidad de semillas empleadas en cada muestra.

Cuadro 01. Trampas para micorrizas con semillas de Rhynchostele cervantesii (RC) colocadas

in situ en una zona del Parque Nacional El Tepozteco

Altura Organismos asociados en
(m) Ubicacion %

Clave sobre el en el Exposicion

nivel Forofito Liquen Musgo Helecho Instalacion Recolecta

delsuelo

RCO1 1.2 Horqueta SE 70 20 10 Sep 2011
RCO2 1.8 Tronco SE 90 10 0 Oct 2011
RCO3 2.0 Tronco 0 50 40 10
RC04 1.3 Tronco SO 70 30 0 Sep 2011
RCO5 1.4 Tronco SE 20 70 10 Mar 2012
RC06 1.9 Tronco NO 10 80 10 Mayo
RCO7 1.7 Tronco NE 10 80 10 2011 Sep 2011
RCO8 2.1 Tronco SO 10 90 0
RC09 1.7 Tronco NO 60 20 20 Mar 2012
RC10 1.5 Tronco NO 10 90 0 Sep 2012
RC11 2.2 Tronco SE 80 10 10 Jun 2012
RC12 1.8 Tronco SE 20 80 0 Jun 2012
RC13 1.2 Tronco SE 10 90 0 Ago 2012
RC14 0.4 Tronco NO 10 90 0 Sep 2012
RC15 1.3 Tronco E 20 80 0 Ago 2012
RC16 1.9 Tronco SE 10 80 10 Sep 2012
RC17 1.5 Tronco SE 10 80 10 Marzo Jun 2012
RC18 1.6 Tronco SE 10 80 10 2012 Ago 2012
RC19 1.6 Tronco SE 10 80 10 Jun 2012
RC20 1.7 Tronco S 90 10 0 Sep 2012
RC21 1.7 Tronco NO 30 60 10 Ago 2012
RC22 1.7 Tronco NO 40 60 0 Jun2012
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Las trampas colocadas, asi como las orquideas juveniles asociadas, tienden a orientarse
hacia al sureste, pues de las 22 trampas totales; 10 se instalaron azarosamente con esa
orientacidén y seis hacia al noroeste, el resto de las trampas tuvieron una exposicidn hacia
el Suroeste, Noreste, Sur y Oeste; esto con la finalidad de aprovechar de manera éptima
la luz solar, la espesura del dosel podia variar por diversas razones (los foréfitos se
encuentran muy cercanos a otros, el ramaje es denso, o existen arboles caidos, etc.)
dando una penumbra casi total, hasta una exposicién de horas continuas de luz.
Rasmussen en su elegante trabajo (1995), sugiere que las semillas de las orquideas
epifitas tienen una coloracion de color verde, y plantea que éstas establecen un balance
mas rapido entre la micotrofia-autotréfia que las de especies terrestres las cuales carecen
de clorofila y que por esta condicidn las semillas, para germinar asimbidticamente in vitro,
requieren de medios de cultivo mas especificos; no es de sorprender que en la literatura y
dependiendo de la especie algunas autoridades (Clements & Ellyard, 1979;Dixon, 1987;
Smreciu & Currah, 1989; Rasmussen et al., 1990; Ichihashi, 1990) recomienden que la
germinacién ocurra mejor bajo luz que en oscuridad o viceversa. Zettler y Mclinnis (1994)
confirman que la calidad de luz como el correcto fotoperiodo y el hongo compatible
tienen un enorme efecto sinérgico sobre el porcentaje de geminacion de los medios de
cultivo simbidticos. Bajo condiciones naturales la trayectoria del sol varia conforme a las
estaciones en una especie de declinacién, proporcionando un fotoperiodo y calidad
luminica distinta, este fendmeno podria estar correlacionado ya que algunas especies
germinan mejor bajo la luz roja in vitro; de acuerdo con Rasmussen y Rasmussen (1991),
esto confiere cierta ventaja ya que la luz roja puede ser absorbida a través del dosel del
bosque, por otro lado la luz roja y la luz amarilla disparan el crecimiento de érganos
micotréficos como las raices en plantulas cultivadas in vitro (Islam et al., 1999). De la
Rosa-Manzano y colaboradores. (2013) demostraron que las epifitas que habitan bosques
tropicales reciben un exceso de luz y poca agua durante
las estaciones de sequia.

En el laboratorio, después de recolectar aleatoriamente
las trampas para micorrizas RC: 01, 02, 03, 04, 05, 09, 10,
11, 12, 13, 16,17, 19, 20, 21, 22, durante marzo de 2011
hasta septiembre de 2012 (Cuadro 01), se observé que
algunas de las semillas de Rhynchostele cervantesii, que
contenian, estaban ubicadas entre el tejido de los
segmentos de esponja, los embriones presentaron un
mayor volumen al inicial, pero todavia dentro de la testa

(fig. 49) , otras cuantas se encontraron capturadas por la
malla de nylon, algunas de las cuales mostraban ruptura de la testa. Estas semillas
permanecieron en las trampas durante los meses de verano a invierno bajo condiciones in




situ. Por otro lado estas muestras fueron recolectadas cuando la humedad relativa fue
baja, observando que los liquenes y los musgos presentes en los foréfitos, donde estaban
instaladas las trampas, se encontraban totalmente deshidratados. Estos embriones
presentaban un color blanco cremoso sugiriendo la pérdida de viabilidad. La viabilidad de
las semillas empleadas para las primeras trampas (RCO1- RC11) fue superior al 90% y para
las segundas (RC12-RC22) de aproximadamente 60%; muchos autores (Van der Kideren,
1995; Zelemer & Currah, 1997; Batty et al., 2000; Mckendrick, 2000) sugieren que las
semillas de orquideas bajo condiciones in situ tienen una vida corta por lo que no son
capaces de formar bancos de semillas. Whigham y colaboradores. (2006) demostraron
que algunas especies terrestres son capaces de sustentar bancos de semillas por hasta 6
afos bajo condiciones naturales; no obstante, hay que tener en cuenta que el ambiente
terrestre es relativamente mas extenso y homogéneo en comparacidon con el ambiente
epifito, en el cual los bancos de semilla tienden, desde el momento de la dispersién a ser
mas pequefios y mas particulares, por lo que, para que se establezca un banco de semillas
de especies epifitas, se necesitan cuestiones micro-ambientales muy especificas. Esto
explicaria porque las semillas de Rhynchostele cervantesii a pesar de mantenerse
almacenadas en refrigeracion a 4°C, perdieron gradualmente su viabilidad en el banco de
semillas, lo cual sugiere que Rhinchostele cervantesii no es capaz de formar bancos de
semillas tan longevos. Las trampas RC10 Y RC11 permanecieron por un periodo de casi un
afio en campo y las semillas permanecieron intactas; una de las ventajas que presenté la
esponja, al ser colocada dentro de la malla de nylon, es que es capaz de preservar las
semillas, contra la degradacion de la testa, en ocasiones algunas semillas dentro de las
trampas se liberaron de la esponja y quedaron capturadas por la red de nylon, estas
semillas presentaron cierta degradacién en la superficie de la testa, por lo que la esponja
las protege contra la escarificacidon natural, no obstante se requiere de futuras
investigaciones, para averiguar si el uso de la esponja es capaz de retardar o acelerar la
inoculacidon de hongos tanto patdgenos como micorrizicos, mientras que la ventaja de
preservar las semillas podria permitir el analisis de bancos de semillas en especies epifitas.

Las trampas RC06, RCO7 y RCO8 fueron tres de las cinco primeras muestras de
Rhynchostele cervantesii que permanecieron cuatro meses en campo; en el momento de
ser colectadas, durante los meses en los cuales las precipitaciones eran evidentes y el
fendmeno de sombra de lluvia se empezaba a manifestar, al analizar a simple vista las
trampas, se observaron puntos verdes en su interior lo que sugeria que eran semillas
germinadas con embriones clorofilos; al revisarlas bajo el microscopio estereoscopio se
constato que parte del liquen y musgo, presentes en el forofito, habian colonizado tanto la
malla de nylon asi como el segmento de esponja que conformaban la trampa. En esta
primera inspeccion, la trampa RC08 contenia 4 protocormos con una coloracién verde
hialina uniforme (Fig. 50-52). Estos protocormos, después de ser procesados para el
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aislamiento flungico, ningln hongo recrecié. La Unica desventaja de la esponja en la
trampa fue que los protocormos, durante su crecimiento, quedan confinados dentro de
los poros de la esponja (Fig. 50), impidiendo su crecimiento y desarrollo, por lo que es

recomendable que las muestras con esponja no permanecieran mas de un afo en campo.

Los embriones de R. cervantesii dentro de las trampas son capaces de romper la testa y
alcanzar el estadio de protocormo, de manera similar a lo reportado por Rasmussen vy
Whigham 1993 y 1998a con Goodyera pubescens este hecho no es tan dependiente del
hongo micorrizico como ocurriria con especies saprobias por ejemplo Mckendrick (2000)
observé de manera natural que la colonizacion del endoéfito es necesaria para que ocurra
la ruptura de la testa; de acuerdo con Rasmussen (1995,1998 a), aquellas especies que son
capaces de romper la testa y alcanzar el estadio de protocormo en un medio de cultivo
pobre (agua con agar) poseen ciertas reservas de nutrientes; sin embargo cuando las
semillas de R. cervantesii fueron sembradas en el medio basico de avena no ocurrié la
ruptura de la testa, no se descarta el hecho de que otros micro-organismos como
bacterias asi como las condiciones ambientales (las primeras precipitaciones vy
escorrentias) liberen lixiviados sobre la
superficie del foréfito proporcionando los
nutrientes externos que estimulen Ia
germinacién hasta promover el desarrollo del
protocormo.

Los fragmentos de las trampas RC06 y RCO7
cultivados en los medios de aislamiento
fungico se observaron inmediatamente bajo
el miscroscopio, encontrando embriones con
una coloracion verde hialina (Fig. 53) semillas
de las cuales aproximadamente el 95%
estaban inoculadas, logrando apreciar que
las hifas del hongo penetraban (Fig. 54) a
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través de la regién del suspensor y en el interior de la region basal del embridn, se
distinguian manchas café oscuras constatando que estaba inoculado con pelotones. Al
mismo tiempo se encontraron semillas en estadios mas avanzados como embrién con
ruptura de la testa y
protocormo
inoculado (Fig. 56)

Figura 54-55. fotografias
tomadas a 40x donde se aprecia
el momento en que una de las
hifas fangicas (HF) pasa a través
del suspensor (S) inoculando la
region basal o posterior del

embrion (IE)




Figura 56 Semillas de Rhynchostele cervantesii provenientes de las trampas
RC06-07 inoculadas in situ y en diferentes estadios de desarrollo: 1: Se
puede apreciar las hifas del endéfito (e) colonizando a la semilla, en la
parte inferior derecha el suspensor (s) esta dilatado con una sombra que se
aprecia cercano al embriéon (E). 2: Sobre la superficie de la testa (t) se
aprecia una sustancia color café marrén aparentemente segregada (g) por
el endéfito. 3: Las células del embrién en el polo chalazal (c) son de menor
tamaiio que las del polo cercano al suspensor donde se aprecian la
formacién de pelotones (p). 4-5 Se observa al embrién a punto y
rompiendo la testa y se observan pelotones, las secreciones externas del
endéfito han disminuido dristicamente. 6. protocormo en el cual no se
observa ninguna secrecién en su superficie y las células con mayor tamaio

albergan al endéfito.




Existen indicadores biolégicos en la
localidad donde se instalaron las trampas
con semillas para su inoculacion que
muestran cierta variaciéon espacio-
temporal; las trampas RC01, RCO2,RC
04,RC 11, RC20 fueron instaladas sobre
dos tipos de fordfitos (en su mayoria
Quercus rugosa y lo que parece ser una
especie de Arbutus probablemente
Arbutus xalapensis) que presentaban una
capa delgada de ritidioma, sobre la cual
crecia, a manera de costra, una capa
principalmente de liquen con 20% de
musgo, las raices de los individuos

juveniles de Rhynchostele cervantesii asi

como las trampas asociadas a este sustrato
guedaban mas expuestas lo que
probablemente ocasiond la pérdida de su
viabilidad 6 no encontraran los suministros
exégenos y/6 fungicos que estimularan su
germinacién. Posiblemente la zona de estudio,
en un pasado fue mas humeda; lo que
permitio la colonizacién de R. cervantesii y su
micorriza en un sustrato muy somero;
ademads, esto explicaria por qué es posible
encontrar, en casos muy aislados, a Malaxis
brachyrrhynchos creciendo como epifita.
Mientras que aquellas trampas colocadas
sobre forofitos de Q. rugosa, cuya capa de
ritidioma era mas gruesa, sobre la cual el

liguen y principalmente el musgo formaban un
tapete denso y esponjoso sobre la superficie del forofito; de una manera algo andloga a
los horizontes o estratos en los suelos; en algunas ocasiones la espesura del “estrato”
llegaba a medir hasta un poco mas de 5 cm (Fig. 57). En el cuadro 01 se puede observar
que las trampas RC06, RCO7 y RCO8, en donde ocurrid la germinacion y la inoculacién,
estuvieron colocadas sobre un sustrato con el 80-90% de musgo. Tal vez el caso mas
sobresaliente es la trampa RCO06, en la cual el fordéfito era un arbol muerto en pie a
manera de un poste a decir por la corteza muy probablemente era un tipo de encino de




aproximadamente 40 cm de didmetro, donde las colonias jovenes y maduras de R.
cervantesii se distribuian de una manera algo homogénea sobre todo el foréfito, desde los
0.6 a los 5.0 m sobre el nivel del suelo, cubriendo casi todo el tronco se podia observar
una capa densa de musgos, liquenes y rizomas de helechos muertos dando una
apariencia esponjosa de coloracién negruzca.

Al colectar las plantulas, para el aislamiento de micorrizas, se removié la capa de musgo
sobre el forofito, encontrando un protocormo creciendo entre el ritidioma y la capa de
musgo muerto que habia dejado atras el musgo durante su crecimiento, y se observé que
sobre este tronco habian quedado ciertos detritos y lixiviados (Fig. 58) confirmando las
observaciones de Fuch & Ziegenspeck (1926), Curtis (1943) Case, (1964), Leeson y
colaboradores (1991), Irmisch, (1853), Stojanow, (1916), Fusch & Ziegenspeck, (1924) y
Rasmussen y Wigham (1988) quienes mencionan que los restos vegetales de ciertas
especies de arboles y el humus estimulan la germinacién, siendo también el sustrato
adecuado para la micorriza que induce el posterior desarrollo de las plantulas, revelando
qgue en efecto el hongo es un organismo saprobio. Por lo que para futuros trabajos se
recomendaria buscar este tipo de sustratos y colocar sobre ellos la trampa con semillas.
Por otro lado las trampas estuvieron in situ asociadas a un porcentaje superior al 60% de
musgo cuando eran procesadas bajo la campana de flujo laminar y los segmentos eran
sembrados sobre los medios de cultivo crecian una exuberante diversidad de hongos,
esta diversidad se veia enormemente favorecida en el medio PDA.

Independientemente del sustrato, sobre el cual permanecieron las trampas para su
inoculacidn, se observé que aquellas que fueron recolectadas entre los meses de marzo y
junio (RC: 05, 09, 11, 12, 17, 19, 22) en los cuales el fenédmeno de sombra de lluvia no se
presentd, la diversidad de hongos obtenidos fue menor en ambos cultivos de aislamiento
fungico (FIM y PDA), comparadas con aquellas trampas que fueron recolectadas entre los
meses de Agosto a Octubre (Rc 01, 02, 03, 04, 06, 07, 08, 10, 13, 14, 15, 16, 18, 20, 21)
durante los cuales el fendmeno de sombra de lluvia con precipitaciones fue evidente,
incrementando la humedad en la zona, provocando un efecto sinérgico en la diversidad
de hongos. De acuerdo con algunos autores (Bentivenga & Hetrick, 1992; Rosendahl &
Rosendahl, 1992; Sanders & Fitter, 1992; De Mars & Boerner, 1995; Allen, 1996) los
patrones fungicos estacionales estan estrechamente relacionados con la fenologia del
hospedero y las variaciones climaticas el panorama general muestra que la biodiversidad
de hongos aumenta en los meses humedos, asi como la frecuencia e intensidad de
colonizacidn en las raices, mientras que muchos de estos hongos permanecen en latencia
como esporas durante las estaciones secas (Ebbers et al., 1987, Gemma et al., 1989;
Allen, 1991; Bentivenga & Hetrick, 1992; Rosendahl & Rosendahl, 1992; Sanders & Fitter,
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1992; Blaszkowski, 1994; Mars & Boerner, 1995; Siglienza et al., 1996; Wilson & Hartnett,
1997; Collado et al., 1999; Lugo & Cabello, 2002; Dumbrell et al., 2010).

Lo observado en campo coincide con el Climograma de la figura 59, ya que la germinacién
e inoculacion de R. cervantesii en campo, a partir de las trampas, asi como el aumento de
la diversidad de hongos presente en los medios de cultivo FIM Y PDA ocurre en los meses
de junio a septiembre coincidiendo con el aumento de las precipitaciones.
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Figura 59. Climograma de la estacion Huitzilac correspondiente al clima

templado, precipitacion y temperatura promedio extraida de CONAGUA 2006

De acuerdo con lo publicado por Aguirre (1977) (Fig. 60), mucho del crecimiento
vegetativo y dispersidn de las semillas de Rhynchostele cervantesii ocurre en la época en
la cual las precipitaciones aumentan sugiriendo que efectivamente, la micorriza esta
disponible en estas épocas. Por lo que se propone para futuros estudios de reintroduccion
de plantulas de Rhynchostele cervantesii generadas in vitro se realicen durante los meses
de Junio a Septiembre ya que tienen mas probabilidades de establecer contacto con una
amplia diversidad de hongos y se aumenta la probabilidad de su inoculacidén micorrizica in
situ por otro lado el aumento de la humedad relativa y de las precipitaciones de la zona
amortiguaria la pérdida de agua a través de los estomas vy las plantulas tendrian mas
probabilidades para su establecimiento.
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crecimiento vegetativo

inicia inflorescencia - ==
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Figura 60. Fases del ciclo anual de crecimiento y reproduccion de Rhynchostele

cervantesii

Por otro lado hay que tener en cuenta que la deposicion de la niebla y las precipitaciones
en bosques tropicales ha sido reconocido como un componente hidrolégico importante en
el ciclo de nutrientes; la niebla y la lluvia en zonas no perturbadas aporta iones en bajas
concentraciones principalmente S0%,, junto con aniones tales como CI"y NO3™ El catién
dominante en la niebla es H' seguido de Ca**, Na*,NH,", Mg, y K* (Shih-Chieh et al., 2002)
Retomando lo anterior, los liquenes y en especial los musgos han evolucionado para
retener agua (Poikilohidria), durante estos periodos himedos aprovechan para el
crecimiento y colonizacion, momento en el cual los liquenes liberan acido oxalico, acido
carbdnico y compuestos liquénicos como el dcido usnico ( Ando & Matsuo 1984; Asakawa
1990) mientras que los musgos acidifican su medio por intercambio de cationes e
inhibiendo el crecimiento microbiano, liberando compuestos fendlicos no polares con
estructuras similares a ligninas o taninos lo que hace dificil su descomposicidon cuando
mueren, formando en los suelos bancos de nutrientes recalcitrantes (Clymo et al., 1963;
Craigie & Maass 1966; Spearing, 1972) , los liquenes fijan nitrégeno atmosférico con sus
fotobiontes mientras que los musgos pueden fijar grandes cantidades de Nitrégeno
atmosférico al establecer una simbiosis facultativa con cianobacterias del género Nostocy
otras algas, durante esta simbiosis el cianobionte recibe carbohidratos y provee nitrégeno
a su hospedero que mas tarde lo utilizara en forma de aminoacidos, asimismo durante su
nutricion los musgos pueden absorber lixiviados de las escorrentias (Rai et al., 2000;
Deluca et al., 2002;) Por lo que no es de extrafiar que algunos autores sugieran que
conservan mucho de ese nitrogeno después de su muerte y durante su descomposicion
(Clarck et al., 1998; Turetsky, 2003; Clarck et al., 2005 ). Los briofitos y liquenes asi como
sus interacciones en los ciclos de nutrientes estd bien documentado para las especies
terrestres boreales, mientras que todavia se desconoce mucho de las especies tropicales
y epifitas (Turetsky, 2003).
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El hecho mas sobresaliente es que los liquenes y sobre todo los musgos son auténticos
almacenes de nitrégeno y carbono cuyas concentraciones son mayores en las briofitas
epifitas que en las terrestres y que cuando mueren producen restos o humus altamente
solubles en agua, siendo una masa dominante de carbono y nitrégeno que participa en el
ciclo de nutrientes al fluir por las escorrentias al suelo del dosel (Oechel & Van Cleve 1986;
Clarck et al., 1998; Chia-Chun et al., 2002; Turetsky, 2003; Clarck et al., 2005, Cornelissen
et al., 2007)

Si bien los briofitos influyen en la actividad microbiana, proveen microhdabitats para
invertebrados que pueden romper particulas e incrementar el drea para otros
microorganismos (Gersen, 1982; Merrifiel & Ingham, 1998) un hecho sobresaliente es que
los briofitos absorben grandes cantidades de CO, de la respiracién de las plantas cercanas,
cuando son epifitos pueden obtener CO, del foréfito (Sveinbjornsson & Oechel; 1992),
conjuntamente hospedan hongos microscdpicos descomponedores de carbono organico
(Tsuneda et al., 2001; Thorman et al., 2002) Cuando mueren los briofitos epifitos liberan
grandes cantidades de azucares solubles en forma de lixiviados que son capaces de
favorecer el crecimiento de hongos micorrizicos (Coxon et al, 1992; Carleton & Read
1991; Charman et al., 1999; Chasar et al., 2000) por otro lado un gran nimero de hongos
han sido reportados como pardsitos de musgos (Felix, 1988) sin embargo tanto los
liguenes como los briofitos al estar vivos parecen inmunes al ataque de bacterias u otros
hongos (During & Van Tooren, 1990). Esto podria explicar en gran parte el microhabitat de
la micorriza y los requerimientos nutricionales de Rhynchostele cervantesii para su
germinacién y por qué es posible tener mejores posibilidades de cebar el hongo en
musgos muertos.

Cuando se colecté la primera plantula de Rhynchostele cervantesii, con la reminiscencia
de protocormo, se pensd que era alguna especie de malformacion al ser la Unica muestra,
después se encontraron plantulas mas pequefias confirmando claramente que aquella
protuberancia debajo del primer pseudobulbo correspondia a la reminiscencia del
protocormo, al disectar la reminiscencia del protocormo se observd que casi en su
totalidad eran células de digestion, la reminiscencia del protocormo variaba en cuanto
volumen con respecto a la talla y las condiciones climaticas; la primera plantula fue
colectada durante los meses de abril que coincide con la sequia y la reminiscencia del
protocormo se notaba plasmolizada; mientras que, las plantulas colectadas en los meses
de septiembre, que coincide con el fendmeno de sombra de lluvia y la inoculacidn de las
semillas de las trampas se notaban mas turgentes sugiriendo que la digestidn de las hifas
ocurre en los meses que los nutrimentos y el agua no estan disponibles. Fisiolégicamente
los hongos micorrizicos enddfiticos como los vesiculo Arbusculares, no pueden ocupar
mas de un nicho que no sea la raiz del hospedero e incrementan su dindmica cuando los
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recursos se ven limitados (Tilman, 1987; Bobbink et al., 1998; Stevens, et al., 2004) por lo
gue la micorriza de las orquideas es mas versatil ya que puede ser saprobio o patégeno de
otras plantas y por lo visto incrementan su dindmica cuando los recursos en especial el
agua vy los lixiviados se encuentran disponibles hasta que forman asociaciones con las
orquideas y las hifas son parasitadas en una asociacion explotativa. Posiblemente cuando
llega el invierno y la temperatura disminuye (Octubre- Febrero ver Fig. 59-60) aquellas
semillas y/o protocormos que fueron inoculados tienen mas probabilidades de sobrevivir
que aquellas que no fueron inoculadas; parte de las muestras (RC06-RC07) fueron
almacenadas en refrigeracién por hasta seis meses, después de este tiempo las semillas
inoculadas y los protocormos comenzaron a necrosarse indicando que la inoculacién
micorrizica confiere cierta tolerancia a las bajas temperaturas. Este fendmeno de
alimentarse de hongos durante las épocas invernales quizds sea un fendmeno que algunos
miembros de las orquideas de bosques templados empleen para su supervivencia, por
ejemplo algunas Barkerias pierden sus hojas durante las épocas de otofio e invierno por lo
que la nutricién por parte de la fotosintesis es muy pobre; para este punto ya han
desarrollado raices masivas, en una época en la que las precipitaciones son muy escasas;
su morfologia nos habla que en épocas invernales son capaces de alimentarse y alojar una
gran cantidad de hongos que suplan a la fotosintesis y permitan la supervivencia de la
especie asi como de los compaiieros fungicos; sin embargo de acuerdo con Rasmussen
(1995) el tema de resistir las bajas temperaturas con ayuda de los endéfitos esta poco
investigado. La evidencia muestra que durante el invierno los dias son mas cortos y frios
reduciendo la fotosintesis y por consiguiente el crecimiento de las raices por lo que la
disponibilidad de carbono proporcionado por el hospedero disminuye reduciendo la
dominancia de muchas comunidades de hongos como las micorrizas arbusculares
(Lekberg et al., 2007; Opik et al., 2008; Singh et al., 2008). El panorama general apunta a
gue las orquideas son capaces de alimentarse de los pelotones durante el invierno, esta
estrategia quiza ha contribuido a la pérdida del endospermo en las semillas y al éxito de la
Orchidaceae en sus estadios mds tempranos asi como su distribucién alrededor del
mundo. En la zona de estudio fue notorio que cuando llega el principio de la primavera la
temperatura aumenta mientras que la sequia permanece, para este entonces el
protocormo de Rhynchostele cervantesii probablemente siga dependiendo del hongo vy el
hongo del protocormo para sobrevivir ante estas adversidades, estas observaciones
coinciden con las de Bernard (1909) quien sugeria que el protocormo inoculado sobrevivia
ante adversidades climaticas; Ambos permanecen en latencia hasta que llegan las
primeras precipitaciones (Abril-Mayo) donde posiblemente se generen nuevas células de
digestion y de pasaje, listas para su posterior inoculacion durante los meses otonales (ver
anexo 1 de ciclo de vida de R. cervantesii); de acuerdo con Burgeff (1936) este tipo de
células se generan cuando la humedad no esta presente. Por otro lado no se descarta la
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posibilidad de que algunos hongos micorrizicos completen su ciclo de vida esporulando
desde las raices de las orquideas en épocas de sequia y que estos en su mayoria sean los
que no esporulan bajo condiciones in vitro (Anamorfos). En campo se ha observado que
las hojas de R. cervantesli, R. aptera y R. maculata de individuos adultos, son inoculadas
por lo que pareciera liquen. En la Unidad de Investigacion de Biologia Vegetal, se ha
realizado el cultivo in vitro de hojas de R. cervantesii; sin embargo, el establecimiento del
cultivo aséptico ha sido dificil de realizar; pero es importante mencionar que a partir de
estos explantes emergen micelios de hongos con caracteristicas morfologicas un tanto
similares a los aislados a partir de las raices de plantulas colectadas y de las muestras de
las trampas; tampoco se descarta el hecho de que en época de sequia él o los endofitos
resguarden su fase reproductiva (esporas) en las hojas de su hospedero. Tal vez el ejemplo
mas destacado es Periconella el cual es un hongo endofitico anamorfo de varias especies
de Quercus, cuya actividad patdgena sobre las hojas de su hospedero aumenta en las
épocas de sequia (Whalley, 1985; Vannini & Scarascia-Mugnozza, 1991; Vannini et al.,
1996; Collado et al., 1999). Si bien la especificidad fungica es un tema de debate, muchos
autores han sugerido que las orquideas fotosinteticas y en especial las epifitas estan
asociadas a un solo hongo micorrizico dominante (Otero et al., 2002; Ma et al., 2002;
Shefferson, 2005; Suarez et al., 2006; McCormick et al., 2004, 2006) en contraste con las
orquideas terrestres o micoheterétrofas que suelen emplear un amplio rango de enddfitos
(Jolou et al., 2005; Dearnaley, 2006) Aun cuando las trampas fueron colocadas en
distintos forofitos se aprecio que en los cultivos para aislamiento, aquellas trampas cuyas
semillas inoculadas tendian a ser simbiontes de un hongo con una morfologia muy similar
(Fig. 56), por lo que muy probablemente R. cervantesii requiera de una micorriza
especifica, involucrada durante el proceso de germinacién, un punto muy importante, es
que la zona es un ecotono, estas zonas se caracterizan por tener una elevada
biodiversidad por lo que todos los organismos y en especial los epifitos tendran a entrar
en competencia por lo que tener una micorriza especifica resulta ser una ventaja tanto
adaptativa como evolutiva, ademas explicaria el por qué Rhynchostele cervantesii es
endémica.

Las goticulas presentes sobre la superficie de la testa se consideraron, en un inicio, que
podrian ser micoplasmas 6 bien fitoalexinas secretadas por el embrién (Fig. 56.2); sin
embargo la cepa RCRAIZO1FIM y la cepa RPLB6.3 en cultivo puro secretaron lo que
aparentaba ser la misma sustancia. Por lo que muy probablemente cuando la hifa penetra
a través del suspensor al embrion comienza a secretar nutrientes que estimulen
rapidamente la germinacién, posiblemente en una asociacién del tipo biotréfica, y cuando
llega a protocormo los pelotones son digeridos en una asociacién del tipo necrotroéfica. Los
sistemas biotroficos parecen ser dominantes en los sistemas de micorrizas de otros
grupos de plantas, sin embargo las micorrizas de orquideas han demostrado que el
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intercambio puede suceder en ambos sentidos (Mollison, 1943; Harley, 1984; Hadley &
Williamson; 1971). La existencia de los exudados fungicos que estimulan la tasa, asi como
el porcentaje de germinacién estan bien establecidos in vitro (Rasmussen, 1995; 1998).
Wolf (1933), Hollander (1932), y Harvais & Raitsakas (1975) en sus estudios establecen
que los hongos de las orquideas y en especial los de las micoheterotréficas necesitan
medios de cultivo con altas concentraciones de taninos o humus, y por lo visto solo son
capaces de aprovechar el Nitrogeno de manera organica, recientemente Whigham y
colaboradores (no publicado) han recreado la germinacién natural en medios de cultivo a
base de suelo o madera magra. Por ejemplo agua con agar y 0.5% de corteza de madera o
agua con agar y virutas de madera pueden sustentar algunos simbiontes de orquideas y
producir plantulas pequefias a partir de semillas (Whigham et al., MS citado en Rasmussen
2002), por lo que esto abre nuevas posibilidades para el andlisis del comportamiento de la
germinacién, asi como el analisis de la disponibilidad fungica y como afectan los sustratos
en el establecimiento de las orquideas, por lo que no seria extrafio que en algun futuro, la
avena, como componente del medio basico de avena para la germinacion simbidtica de
orquideas, sea sustituida por trozos de corteza para la germinacién simbidtica de
especies epifitas.

Al procesar la trampa RCO7 se observaron semillas con un embrién verde hialino que no
habia roté la testa (Fig. 61), mientras que en otras el embridn se notaba embebido con
una coloracion blanca y llena de pelotones sugiriendo la pérdida de la viabilidad el
contorno del embrién era algo irregular (Fig. 62), algunas hifas que salian de estas semillas
se conectaban con semillas que tenian un embridn de color verde, por lo que al parecer el
hongo tiene cierta actividad patdgena sobre semillas que no estdn vivas; Algunos grupos
de Rhizoctonia son patdégenos de plantas que primero matan al hospedero y
subsecuentemente viven saprofiticamente de sus restos (Garret, 1962; Roberts, 1999) por
lo que el embrién vivo es capaz de controlar 6 encontrar el balance para que la simbiosis

de se lleve a cabo.

. "Ex 93 \
')
@& -i?—.’g.’nm%_, \Jzﬁﬁ'

—

'."10:' *
N&

ok
AR




En la trampa RC 04 se observé un hongo con una morfologia muy distinta a las que
inoculaban a las semillas de las trampas RC06,RC07 segregando grandes cantidades de
exudados sobre la superficie de la testa, muy probablemente este hongo es la micorriza
de alguna otra especie de orquidea que comparte el foréfito con R. cervantesii (Fig.63).
Este hecho podria tener alguna relacion ya que en campo y en casos aislados se logré
observar que las raices de R. cervantesii se entrelazaban o crecian sobre las masivas
raices de Epidendrum anisatum, (Fig. 64) hasta qué punto pueden llegar a competir estas
especies o si comparten algun tipo de hongo simbionte es desconocido; este mismo
fendmeno se logré observar en una localidad del municipio de Temascaltepec en Toluca
estado de México solo que asociada a una Prosthechea sp. (Fig. 65).

?u__._ O CAD JJ‘].?L\... W ORE,

r}h 5,\11 iy I'-‘:ﬁg ff‘-”f’. h\' %‘l‘-’k x‘-’ﬂﬂ




En las trampas (RC14, 16, 20) aparecieron hongos con una morfologia similar entre si; (en
especial el que se muestra en la fig. 66) las hifas crecian sobre la superficie de la testa pero
no se apreciaban goticulas secretadas por las hifas ni tampoco que entrara por el
suspensor. A pesar de estas observaciones no se descarta la posibilidad de que otros
hongos participen durante el proceso de germinacién de manera indirecta; ya que cuando
las cajas de petri eran almacenadas en oscuridad a temperatura ambiente algunas cajas
de petri sobre las que recrecian los hongos de las trampas o algunas cepas puras
desprendian un olor sui géneris (un tanto parecido a una sustancia alcohdlica). Lo anterior
puede estar respaldado ya que Holldnder (1932) noté que simbiontes de orquideas
micoheterotréficas como Galeola y Gastrodia que no son Rhizoctonia producen enzimas
que degradan la lignina; plantulas de Tipularia discolor se establecen en escombros
lefiosos lo cual indica que estan asociadas a degradadores de madera (Rasmussen, 1992)
algunos hongos del genero Mycena los cuales son hongos saprobios estan asociados a
especies de Cymbidium y Gastrodia (Fan et al., 1996; Lan et al., 1996) la hifa saprotrofica
del hongo shiitake (Lentinus edodes Berk) puede apoyar el crecimiento de la orquidea
aclorofica Erythrorchis ochobiensis (Umata, 1998) Galeola altissima otra orquidea
aclorofica establece una relacidn con Erythromyces crocicreas un agente infeccioso de
raices lenosas (Hjortstam & Telleria, 1990;
Umata, 1995).

En la trampa RC 14 se encontré un
protocormo necroético con hifas fungicas (Fig.
67) por otra parte la técnica del trampeo ha
sido empleada con éxito durante las
estaciones de crecimiento para evaluar la
presencia de hongos capaces de apoyar la
germinacién (Van der Kinderen, 1995;
Mckendrick et al. 2000; Batty et al, 2002).
Estos métodos de cebo también se han

utilizado para cuantificar la germinacién de otras plantas y técnicas similares se emplean
para detectar hongos patdgenos en el suelo (Tieu et al, 2001; Sanfuentes et al, 2002). Hay
que tener en cuenta que las orquideas son los parasitos de hongos patégenos y/o
saprobios de otras especies vegetales por lo que ecoldégicamente hablando juegan un
papel al controlar la poblacién de estos hongos desde el momento de su germinacion
hasta su etapa adulta.

Las modificaciones efectuadas en las trampas mostraron tener ventajas y algunas
desventajas; Zettler y colaboradores., (2011a) fueron los primeros en adaptar y
documentar a nivel mundial la técnica de trampeo utilizando los marcos de diapositivas
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para orquideas terrestres establecida por Rasmussen y Whigham (1993) colocandolos
sobre el tronco del fordéfito y fijdndolas con una malla plastica (Fig. 68); en el presente
estudio al establecer las modificaciones para las trampas se considerd la posibilidad de
encontrar plantulas sobre ramas muy delgadas; si la trampa hubiera estado en una
armazon rigido probablemente se hubiera caido al suelo perdiendo la muestra; o bien las
semillas no
hubieran estado
en estrecho
contacto con la

superficie del
forofito,
corriendo el

riesgo de perder
su viabilidad al
quedar

desprotegidas, o
ni siquiera
inocularse. Por lo
qgue al sustituir el

marco rigido por
uno flexible elaborado a partir de la malla de nylon, el silicon hace mas sencillo la
instalacidon de las trampas sobre las ramas, troncos y horquetas en la superficie del
forofito; en algunas ocasiones un extremo de las trampas era mal sellado y este se abria
liberando parte de las semillas por lo que en un futuro sugeriria que los extremos del
sobre fueran sellados con calor aunque se desconoce hasta qué punto la trampa perderia
o ganaria flexibilidad; no obstante la gran mayoria de semillas y protocormos se quedaban
alojados en interior de la esponja.

Considerando en que las semillas quedarian concentradas en un solo punto dentro del
sobre, estarian a merced de uno o varios hongos entre ellos los patégenos, por lo que se
considerd, dispersar las semillas dentro del sobre sin perder su elasticidad, asi al estar
distribuidas, se podrian detectar mas facil la inoculacion de hongos micorrizicos o
patdgenos, por este motivo se decidid el uso de la esponja; En los primeros disefios de las
trampas, se cortaron varias secciones de esponja, sobre las cuales se les distribuyeron
semillas de otras especies de orquideas, que habian estado almacenadas en el banco de
semillas, las cuales habian perdido su viabilidad. Cuando se cortaban secciones de esponja
muy gruesas estas caian sobre los poros de la esponja, perdiéndose lo que dificultaria su
obtencidn o extraccidn en un futuro; por otro lado cuando se cortaban trozos de esponja
muy delgados, la mayoria de las semillas atravesaban la esponja por lo que la mejor
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medida resulté 3.5 x 2.5 x 0.5 cm (largo, ancho y grosor respectivamente), ya que las
semillas podian observarse a simple vista y no atravesaban la esponja; durante primeras
pruebas las trampas se colocaron sobre troncos, a los cuales se les rociaba un chorro de
agua continuo, notando que las semillas se mantenian en su lugar. Otra caracteristica que
se penso al incluir la esponja, es imitar la capacidad de retencién de agua de los musgos,
esto debido a que las carpetas de musgos facilitan la germinaciéon de semillas al proveer
una superficie humeda (Black & Bliss, 1980; Zasada, 1986) asi las semillas no perderian
tan rapido la humedad, aumentando la posibilidad de cebar al hongo micorrizico. Al
recuperar las muestras de campo fue sorprendente ver varios hongos, liquenes y musgos
que colonizaron tanto la red de nylon como a la esponja, por lo que al ser un material
inerte no altera la composicién quimica de la superficie del forofito; al absorber el agua
puede captar con ella nutrientes liberados a partir de las escorrentias, que permitan la
colonizacion de los hongos, se recomienda para futuros trampeos identificar
taxondmicamente la especie del briofito asociado a la trampa y a las plantulas ya que
Clark y colaboradores (1998) establecen que cada especie de briofito epifito tiene distinta
capacidad de retencion de agua como distintos requerimientos de luz por lo que la
temperatura de los briofitos esta en funcidn del balance entre la energia de radiacidn,
intercepcién, conduccion condensacidn y calor latente de evaporacion esto hace que los
briofitos pierdan menos calor por conveccidn y evaporacién que las plantas vasculares
(Longton, 1992).  Por otro lado el uso de la esponja proporciona cierta aireacién, de
acuerdo por publicado por Yoder y colaboradores (2000) quienes establecen que la
retencidn de agua de las semillas de una orquidea epifita es menor que la de una terrestre
y que la pérdida de agua ocurre a través de la superficie de la testa, ya que las semillas de
las orquideas epifitas son capaces de ganar mas agua con la humedad relativa, llegando
hasta el punto de saturacién, dicha capacidad sugiere que estas semillas son capaces de
adquirir el agua de lluvia en un sustrato muy poroso; y que la lluvia es la clave para
coordinar la germinacién. Por otro lado la aireacién en la esponja hace posible la
colonizacidn del hongo micorrizico ya que es un organismo saprobio aerobio, puesto que
Burgueff (1909) establece que cuando el hongo es desprovisto de oxigeno en medios de
cultivo, tiende a crecer lentamente y eventualmente morirda. Se recomendaria para
futuros estudios que se tomen trozos de esponja donde se han observado las semillas y
protocormos inoculados, para ser sembradas en corteza de encino previamente
esterilizada y hiumeda con la finalidad de realizar un trampeo e inoculacion ex situ muy
similar a lo realizado por Brundrett y colaboradores (2003), brindando mediante el uso de
humificadores una elevada humedad relativa imitando el fendmeno de sombra de lluvia.
Es posible que en un futuro se prueben alternativas mas eficientes como el uso de otras
esponjas; aunque el uso de una esponja dentro de los sobres de nylén es algo novedoso y
gue nunca se habia probado (Zettler. com. per. 2012); por otro lado todavia quedan una
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amplia gama de materiales sintéticos y/o naturales que faciliten el uso del trampeo
coincidiendo con lo publicado por Zettler y colaboradores (2011).

6.2 p AISLAMIENTO MICORRIZICO

Se lograron aislar un total de 22 cepas con morfologia distinta de las soluciones patrén
1:100, 1:10 y segmentos de esponja. Una de las adversidades para aislar hifas y/o micelios
de los medios de cultivo obtenidos, a partir de la solucién patrén (1:100), 1:10 vy los
segmentos de la esponja, es que ciertos hongos son capaces de colonizar por completo el
medio de cultivo en un lapso menor a 24 h; aun cuando se mantuvieron bajo condiciones
de almacenamiento (4°C); o bien, algunos hongos esporulaban colonizando primero el
medio de cultivo fresco e impidiendo el crecimiento de la hifa o micelio de interés. La
diversidad de hongos presentes en los medios de cultivo FIM y PDA, pertenecientes a las
estaciones lluviosas, fue cuantiosa, pudiendo observar hongos con morfologias distintas y
puntos de crecimiento en distintos lugares, algunos hongos solo se podian observar en el
microscopio de campo claro a aumentos de 100x o mds, por su diminuto tamafio estos
hongos necesitaban de mas tiempo para colonizar una caja de Petri con medio nutritivo
fresco que los hongos con hifas mas grandes y largas. De manera casi general, la
capacidad para proliferar de algunos hongos se vio considerablemente favorecido en el
medio PDA, por esta razén fue casi imposible aislar hongos en las cajas Petri provenientes
en estos medios. Por otro lado, el medio FIM, al ser mas pobre en carbohidratos vy
almidones (Anexo 2), comparado con el PDA, facilitd la seleccién de hifas y/o micelios
mas individualizados, ante esta problemdtica se tenia planeado emplear medios
selectivos, pero ante tal diversidad de hongos probablemente se hubieran obtenido otros
tipos de hongos y menos los que se buscaban. Se ensayd con uno de los cortes de la
esponja en la trampa RC16, y bajo la campana de flujo laminar, se desinfesté con una
solucién de hipoclorito de sodio al 5% v/v por 10 minutos, algunas semillas se liberaron,
notando un hongo que colonizaba la testa sin embargo éste no crecié sobre el medio de
cultivo, por lo que en estadios muy tempranos de inoculacidon es posible matar al endéfito,
se sugiere que las trampas sean colectadas entre los meses de invierno o primavera
cuando la humedad en el ambiente es baja teniendo probablemente menos diversidad de
hongos pero protocormos con una talla mayor en los cuales no estén por completo
digeridos los enddfitos y cuya manipulacion sea mas sencilla. De acuerdo con Brundrett y
colaboradores (2003) la época de sequia coincide con la dormancia de las plantas y el
hongo simbionte podria estar inactivo, provocando que el impacto sobre el entramado de
las hifas sea minimo. Adn cuando se desinfestd esta muestra, algunas hifas comenzaron a
crecer y el punto de crecimiento se iniciaba en la esponja, por lo que nuevamente la
esponja provee un sustrato 6ptimo en el cual diversos hongos o esporas se pueden alojar
y es un tanto dificil a la hora de desinfestarla.
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6.3 p AISLAMIENTO FUNGICO DE PLANTULAS Y PROTOCORMOS.

Las raices de Rhynchostele cervantesii son relativamente delgadas, al momento de
decorticarlas (eliminar el velamen) se podian apreciar zonas con coloraciones desde
aquellas que eran amarillentas a aquellas con un color marrén sugiriendo distintos grados
de intensidad de colonizacidn fungica; a pesar de que estas zonas estaban colonizadas por
cierta diversidad de hongos muy parecidas a las observadas en las trampas a veces era
posible observar que uno o dos hongos emergian de las raices y en ocasiones ninguno,
esto permitio seleccionar y obtener cepas puras de una manera mas rapida; no obstante,
los pelotones presentes en la reminiscencia del protocormo de Rhynchostele cervantesii
eran de mayor tamafio comparados con el de las raices (Fig.71) y que con otras especies

de orquideas.

Figura 69. Imagen tomada de Athipunyakom et al., 2004
Corte transversal de la Raiz de Dipodium variegatum
mostrando pelotones alojados en las células de digestion barra

de escala 100 pm (Bougoure& Dearnaley, 2005)

Figura 70. Protocormos de Spathoglottis plicata
inoculados después de 21 dias con Epulorhiza repens
formando pelotones100X(A), 400X ( B)

Figura 71. Corte transversal de la reminiscencia del

protocormo de R. cervantesii (40x)
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Cuando las secciones de la reminiscencia del protocormo eran colocadas sobre el medio
de cultivo se notd que algunos pelotones se desprendian con facilidad. Si bien, es cierto
gue mucho de nuestro conocimiento acerca de los micobiontes asociados a las orquideas
estan basados en micobiontes aislados a partir de raices (Bernard, 1904; Currah et al.,
1987; 1988; 1990; Rasmussen, 1995; Zettler, 1997; Zettler et al., 2005; Sharma, 2003b;
Stewart & Kane, 2006; 2007), este tipo de técnicas tiene sus desventajas; en primer lugar
se corre el riesgo de matar al/los endofito(s), esto debido a que las raices son un érgano
de absorcion (Burgues, 1939; Frank, 1981). Histolégicamente, las células de la raiz son
largas y estrechas por lo que el endoéfito se aloja de manera irregular, ademas de que se
pueden encontrar en la raiz pelotones digeridos (Bernard, 1909; Rasmussen, 1995;
Rasmussen; 2002); hay que considerar que la micobiota de una plantula es muy distinta a
la de los individuos adultos (Rasmussen, 2002). Por lo que, las dreas mas prometedoras a
encontrar endodfitos, que estimulen la germinacién in vitro, es en el protocormo;
asimismo, el protocormo tiene células mas grandes y la infeccion por parte del endéfito
es mas extensa (Bernard, 1909; Rasmussen, 1995; Rasmussen & Whigham, 2002) por lo
que el trampeo es una herramienta util que permite la obtencién de protocormos para el
estudio de sus endéfitos (Rasmussen, 1993, Masuhara & Katsuya, 1994; Van der Kideren,
1995 a,b; Perkins, 1995; . Perkins & Mcgee, 1995; Zelmer et al., 1996; Zelmer & Currah,
1997; Rasmussen y Whigham, 1998 a,b; Vujanovic, 2000; Mckendrick et al., 2000; 2002;
Brundrett et al., 2003; Zettler et al., 2005; Whigham et al., 2006; Collins et al., 2007; @ien
et al.,, 2008; Phillips et al., 2011; Keel et al., 2011; Zettler & Piskin, 2011; Zettler et
al.,2011; Wang et al., 2011). Morfolégicamente, al disectar, de manera longitudinal las
plantulas de Rhynchostele cervantesii, se notd claramente que tanto el protocormo como
la reminiscencia del protocormo estaban inoculados intracelularmente por pelotones; el
primer pseudobulbo que emerge de esta reminiscencia contiene células parenquimatosas;
pudiendo observar cémo cambia el tejido de una manera gradual; a ambas estructuras las
separa una pequefia estele con células pequenas de un color verde, marrén hialino,
sugiriendo ser un verdadero puente entre tejido micoheterotréfico y autotréfico,
sugiriendo que gran parte de la nutricidon del primer pseudobulbo depende de la digestién
de los hongos micorrizicos alojados y que en este estadio la planta puede depender en
una gran porcién a la micoheterotrofia; y quizds en una pequefia porcidn a la autotrdfia.
De manera general las hifas extraidas a partir de secciones de la reminiscencia del
protocormo, presentaban un crecimiento lento, ya que aproximadamente después de
dos o mds semanas para comenzar a emerger del tejido; hubo casos en los que después
de varios meses nada recrecio, sugiriendo que los pelotones estaban digeridos; Hadley
(1990) y Rasmussen (1995), establecen que los enddfitos de las orquideas tienen un
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crecimiento lento manteniendo una competencia pobre frente a otros hongos; por lo que
al aislarlos de la soluciones patrén, la solucién 1:10 y de los segmentos de esponja,
hubiera resultado una ardua labor. Sin embargo, al aislar hongos distintos no se descarta
la posibilidad de que alguno de ellos o la combinacién de algunos hongos estimulen la
germinacién de algunas especies de orquideas. Posiblemente, el crecimiento de los
hongos enddfiticos de las orquideas estd regulado en el hdbitat natural por la aireacién del
sustrato, por la cantidad y composicion quimica de restos orgdnicos en descomposicion;
asi como, cuestiones ambientales y estacionales, como son la luz, temperatura vy
principalmente la humedad relativa. No obstante se lograron aislar cerca de 18 cepas
distintas a partir de las raices de plantulas y 9 cepas distintitas a partir de la reminiscencia
del protocormo.
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6.4 9 GERMINACION ASIMBIOTICA

Cuadro 2. Germinacidén asimbiodtica de Rhynchostele cervantesii en distintos medios de cultivo durante 13 semanas

MS 100%

MBA

Valor del

0/98

1/2 1/2

Descripcion

Estadio
0 Semilla con la testa intacta

0/98

0/85
1/0
2/9
3/6

0/97
1/3

0/97
1/3

Embrién con aumento de volumen y rompiendo la testa

Embridn globular, presenta rizoides

Plantula con primer primordio foliar

1
2
3 Protocormo con protomeristemo
4
5

Elongacién del primordio foliar y eventual desarrollo

0/78

0/79
1/0
2/3

0/97
o
2/3

Etapas de desarrollo de semillas y protocormos de orquideas adaptado por Jhonson et
al.2007.




Como resultado de la germinacién asimbiotica in vitro se
asume directamente que la viabilidad de las semillas fue
del 22-26% (Cuadro 2) .

En el medio MS [100%] los embriones que rompieron la
testa, comenzardn a perder la clorofila entre la octava y
novena semana (Fig. 72). Probablemente el medio a esta
concentracion de sales resultd fito-toxico a diferencia del
medio MS [50%] donde los embriones se desarrollaron
hasta protocormos con primordio foliar; sin embargo,
después de la quinceaba semana éstos se
desdiferenciaban formando tejido calloso, en ocasiones
con una coloracién verde-amarillenta (Fig 73) sugiriendo
gue la concentracidn de sales resultd menos toxica. El
medio basico de avena (MBA) es un medio relativamente
pobre en nutrientes, a diferencia del medio MS (Anexo 3),
en el cual hasta la novena semana las semillas alcanzaron
el estadio de embrion goblular y ademas pierderon la
clorofila sin mayor desarrollo (Fig 74).

En algin momento del experimento, para la obtencion de
protocormos se sembrarén semillas en medio MS [50%]
pero en esta ocasion se le adicioné 1 grL' de carbon
activado notando que las semillas se desarrollaban mas
rapido; no habia la presencia de formacién de callo, se

presentd6 en menor medida la formacion de tejido
necrosado, y la morfologia de las plantulas (Fig.75) era similar a la de las observadas en
campo; por lo que la adicion de carbdn activado al
medio de cultivo MS con 50% de la concentracion de
sales es favorable para inducir la germinacién
asimbiotica in vitro de Rhynchosthele cervantesii.
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6.5  GERMINACION
SIMBIOTICA

La cepa RCO630ESPFIM.6
(Figuras 76-78) en una semana
coloniza toda la superficie del
medio MBA. A los 40 dias de
cultivo creci6 sobre Ia
superficie de la testa de las
semillas, sobre la cual se

aprecio una masiva
produccién de conidios (Fig.
78);

igualmente, a los 30 dias

inoculé superficialmente a los
protocormos lo que provocé se
necrosaran La cepa
RCO1051:10FIM3 (Figura 79-80)
no inoculé a las semillas
(Figura81). La cepa después de 72
h cubrié el medio de cultivo, para
los protocormos después de 48 h
fue patdgena al invadirlos
superficialmente y necrosarlos.

Fig. 81
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RC0624ESPFIM.4  (Figura
82-83) al cabo de 10 dias
de cultivo el hongo invade
las semillas y las inocula
aparentemente por la
region del suspensor vy
coloniza al embrién (Figura
84), y después de 28 dias
en cultivo induce el
desarrollo de protocormos

3
§

con una coloracién verde mas oscura que en los medios asimbidticos; esto transcurrié en

un tiempo muy similar como sucedié en los medios de cultivo asimbidticos; sin embargo,
los protocormos que se desarrollaron fueron de menor tamafio y con protuberancias que
muestran cierta actividad epiparasita sobre las semillas (Figuras 85-88),es importante
mencionar que una cepa con la misma morfologia fue aislada de las raices de una plantula
colectada en campo; por otro lado, al extraer una muestra de este cultivo con
protocormos inoculados con esta cepa para observarlos, bajo el microscopio, se notd que
parte de las hifas formaban un entrelazado en la base del protocormo (Fig. 86). La cepa en
cultivo puro generd estructuras parecidas a picnidios que se podrian confundir facilmente
con protocormos, pero al examinar detenidamente una de las muestras con semillas
inoculadas con esta cepa se observd claramente como a partir de la testa emerge un
protocormo con las caracteristicas anteriormente mencionadas (Fig. 87-88). A los 60 dias
los protocormos se adquirieron una coloracién marrdn (Fig. 87-88) apreciando ser
patogena. La cepa no inocula a los protocormos, éstos se necrosaron a los 8 dias y no se
observo la presencia de pelotones.

Figura 84 Fotografia tomada a
40x donde se aprecia el suspensor
inoculado (SI) lo que parecen
pelotones dentro de la testa (P) y

masas de pelotones en el embrion

(MP).
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Figuras 85-88. Fotografias tomadas al microscopio estereoscopio a 400x donde se aprecia
al protocormo (PTC) con una morfologia anormal y de color marrén emergiendo de la
testa (T). En la figura 93 se observan masas fangicas dentro de la testa (MF), y un

embrion dentro de la testa necrosado (E).
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La cepa RCRAIZO4FIM (Fig. 89-90) invade a las semillas en un lapso de 48 h (Fig. 91) y

después de 72 h invade todo el medio de cultivo; al cultivarse esta cepa con los

protocormos, la cepa fue patégena al cabo de 36 h.

La cepa RCRAIZO1FIM (Fig. 92-94) en cultivo puro muestra exudados; sin embargo a los 45
dias no fue capaz de inocular las semillas o inducir la germinaciéon (Fig.91), los
protocormos se revisaron al cabo de 30 dias y no presentaban pelotones en su interior,

después de la quinceava semana pierden su clorofila.




RCRPTC1.2FIM

RCRPTC2.1FIM

RCRPTC6.2FIM

Las cepas RCRPTC1.2FIM01, RCRPTC2.1FIM y RCRPTC6.2FIM (Fig. 95-100) no inocularon a
las semillas, ni a los protocormos y éstos pierden la clorofila después de 15 semanas de
cultivo.
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RCRPTC6.3FIM (Fig.
101-102), la cepa
no inocula las
semillas, pero si a
protocormos
después de 12 dias
de cultivo, (Figuras
104 y 106); sin
embargo, a los 17
dias, resulta
patdgena.

Figura 103 protocormo
sembrado en MBA sin la
adicion de cepa (Testigo);
Figura 104 protocormo
sembrado e inoculado con
la cepa RCRPTC6.3FIM se
observa en su base una
coloracion marrén
sugiriendo estar inoculado;
figura 105 corte
transversal de la base del
protocormo testigo sin la
presencia de pelotones,
Figura 106 corte
transversal del protocormo
inoculado donde se aprecia
la presencia de pelotones

(P) intracelulares.

Fig. 106
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Figuras 107-108 protocormo con apice donde se puede apreciar que la cepa coloniza la parte
basal del protocormo con sus hifas (HF); Fig. 105 protocormo rodeado de hifas fingicas

(HF), por su coloracion hialina se aprecia contra la luz los pelotones intracelulares (P)

Cuadro 3.Cepas obtenidas a partir de protocormos y reminiscencia de
protocormos de Stelis retusa

STRPTC1.1FIM




STRPTC1.2FIM

STRPTC3.2FIM

6.6 o ESPECIFICIDAD FUNGICA

La especificidad fungica ha sido un tema controversial durante muchos afios; muchos
investigadores coinciden que la relacidon orquidea-hongo no es la misma bajo condiciones
in situ que in vitro (Knudson, 1922; Curtis, 1939; Hadley, 1970; Masuhara & Katsuya 1989,
Masuhara et al.,, 1993; 1994; Taylor & Bruns, 1999; Taylor et al., 2003; Bidartondo &
Bruns, 2005). De manera similar es interesante observar que en las muestras traidas de
campo un hongo con una morfologia muy similar inoculé a las semillas de Rhynchostele
cervantesii, mientras que bajo condiciones in vitro las cepa RCO624ESPFIM.4 fué la Unica
capaz de estimular la ruptura de la testa y el desarrollo del embrién hasta protocormo. Si
bien, una cepa con exactamente la misma morfologia fue extraida de las raices y tuvo el
mismo efecto sobre las semillas, la morfologia de esta cepa es muy distinta a la observada
en las trampas inoculadas por hongos simbiontes. (Fig. 109)
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Fig. 109. Acercamiento de la figura 52.2 donde se aprecia como las hifas del hongo simbionte especifico involucrado en

germinacion son bifurcadas y sinuosas comparas con la cepa RC0624ESPFIM.4 donde sus hifas son rectas y no bifurcadas.

En cambio la cepa RCRPTC6.3FIM fue capaz de inocular intracelularmente protocormos,
pero no inocula o induce el desarrollo de los embriones de las semillas; hay que tomar en
cuenta que muchos de los hongos empleados para estudios in vitro son obtenidos a partir
de raices de plantas adultas, existe la problematica de que las orquideas cambian de
simbiontes fungicos conforme a su etapa de desarrollo (Milligan & Williams, 1988; Zettler,
1997, a,b; Rasmussen, 2002; Stewart et al., 2003; Batty et al., 2006); esto podria explicar
porque en campo un solo hongo es capaz de inocular a las semillas y la razén por la cual
cuando se aislan hongos a partir del protocormo o reminiscencia del protocormo se
obtienen cepas distintas; ademds, Zhu (2008) propuso otro método para aislar e
individualizar pelotones a partir de las raices, estableciendo que en ocasiones un solo
pelotdn puede tener mas de un taxéon de hongos. Asi pues la cepa RCRAIZO1FIM en cultivo
puro y al inocularlo con las semillas y protocormos fue capaz de secretar una sustancia
sobre el medio de cultivo; esta sustancia fue muy similar a la observada sobre la superficie
de las semillas inoculadas en campo; quizas el medio bdsico de avena no sea la mejor
opcién para evaluar si dichos exudados son capaces de estimular la germinacién; la mejor
opciodn seria probar un medio de cultivo elaborado a base de corteza, agua y agar 6
lixiviados con agar, con esto se estaria simulando el sustrato natural y habitat saprobio en
donde ocurre la germinacién; por otro lado, el MBA no tiene los suficientes nutrientes que
estimulen la germinacidn. Si bien, la existencia de exudados fungicos que estimulan la tasa
y porcentaje de germinacion estan bien establecidos in vitro (Rasmussen 1995; 1998) de
acuerdo con Wolf (1933), Hollander (1932) y Harvais y Raitsakas (1975) los hongos
micorrizicos de orquideas necesitan cultivarse en altas concentraciones de taninos 6
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humus ya que solo pueden aprovechar el nitrégeno de manera organica principalmente
en forma de aminodacidos. Bernard (1909) establece que algunas cepas que han sido
almacenadas por periodos de dos a tres anos, pierden su potencial para inducir la
germinacién de las semillas; quizas esto, esté relacionado a que los hongos estan
almacenados en medios de cultivo con una baja disponibilidad de compuestos organicos y
gue para recuperar su propiedad para inducir la germinacién de las semillas necesiten una
recarga previa de compuestos organicos en forma de aminoacidos. Para ilustrar mejor
este punto Rasmussen y Whigham (1998a) sembraron semillas de Liparis lilifolia sobre los
medios asimbidticos sin ninguna respuesta; sin embargo las semillas germinaron cuando a
estos medios se les adicioné el hongo micorrizico mostrando cierta relacién hongo-semilla
y una fuente externa de nutrientes.

Con respecto a las cepas obtenidas a partir de los protocormos de Stelis retusa fue
interesante observar que algunas cepas son muy similares morfoldgicamente hablando a
algunas encontradas en la reminiscencia del protocormo de Rhynchostele cervantesii, si
bien estudios moleculares han arrojado que las orquideas aclorofilas establecen
ectomicorrizas con otras familias de plantas como Ericaceae, Betulaceae, Fagaceae,
Tiliaceae y Mirtaceae (Berch et al., 2002, Selosse et al., 2002 a; Glen et al., 2002), la
evidencia de la ultima década indica que las orquideas verdes también establecen
relaciones ectomicorrizicas de tipo epiparasiticas con los arboles circundantes (Taylor &
Bruns, 1997; Selosse et al., 2002; Selosse et al., 2002; Gebauer & Meyer, 2003; Trudell et
al., 2003; Bidartondo et al., 2004; Whitridge & Southworth 2005; Joloul et al., 2005;
Girlanda et al., 2006; Abadie et al., 2006). Los hongos involucrados son miembros de la
Tulasnellaceae y Ceratobasidiaceae, se han mostrado como hongos ectomicorrizicos
(Warcup 1985; 1991; Bidartondo et al., 2003) siendo quiza los hongos endofiticos mas
comunes para orquideas epifitas (Otero et al., 2002, 2004; Ma et al., 2003; Kristiansen et
al., 2004; Pereira et al., 2003,2005; Suarez et al., 2006 Porras-Alfaro & Bayman, 2007,
Zettler et al., 2011); por lo que, no es de extraiar que en el mismo habitat las orquideas
epifitas en este caso Rhynchostele cervantesii y Stelis retusa compartan enddfitos que
actien como ectomicorrizas sobre la superficie del forofito, Por lo que la proteccidn de las
orquideas requiere una proteccién complementaria de los foréfitos asociados.

Habria también que mencionar que las orquideas fotosintéticas tienden a ser especificas
de un solo hongo dominante; para las epifitas son particularmente miembros de la
Tulasnellaceae y Ceratobasidiaceae en contraste con las orquideas micoheterotréficas que
son simbiontes de un amplio rango de micobiontes (Ma et al., 2002; Otero et al., 2002;
McCormick et al., 2004, 2006; Shefferson, 2005; Jolou et al., 2005; Suarez et al., 2006;
Dearnaley, 2006). Aparentemente una alta especificidad va de la mano con la rareza (6
endemismo) de la orquidea; no obstante, hay que considerar que la dependencia a ciertos
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hongos varia conforme el género, la especie, hdbitos de crecimiento, estrategias
reproductivas, fisiologia y morfologia (Brundrett et al., 2003; Stewart & Kane, 2006;
Bonnardeaux et al., 2007); asi como los microhabitats especificos que permiten el
establecimiento de las orquideas (Phillip et al., 2011); estos atributos explicarian él porque
Epidendrum radicans que es una trepadora, rastrera, florece todo el afo, se autopoliniza,
forma frutos relativamente grandes, tiene semillas con poliembrionia, forma keikis y es de
amplia distribucién y se establece en sitios perturbados, puede germinar y establecer
simbiosis con ciertos hongos bajo condiciones in vitro aun siendo hongos procedentes de
los forofitos de Rhynchostele cervantesii, y en una zona donde Epidendrum radicans no
habita de manera natural; esto contrasta con la germinacién simbidtica de Rhynchostele
cervantesii que es una especie endémica, epifita, florece una vez al ano por lo tanto forma
capsulas mas pequenas que E. radicans y libera las semillas de manera anual, su
germinacién simbidtica in vitro es muy dificil y requiere de mayores estudios, es una
especie amenazada, su germinacién en campo estd regulada por las precipitaciones y la
diversidad de hongos que trae como consecuencia, para poder encontrar un hongo
especifico que desencadene la germinacién hasta protocormo.

Morfolégicamente los protocormos de Rhynchostele cervantesii son casi glaucos tanto
los observados en campo como los generados in vitro en los medios asimbidticos
indicando que en esta primera etapa dependan del simbionte especifico para su
supervivencia; despues de este estadio de protocormo transcurren, al utilizar el medio
asimbidtico MS [50%], adicionado con 1 gL'1 de carbon activado, alredeor de tres semanas
para que del protocormo diferencie el primordo foliar y se generen rizoides en la base de
la reminiscencia del protocormo; por lo que, muy probablemente este estadio in situ este
fuertemente regulado por las precipitaciones, un aumento en la humedad relativa y el
consecuente aumento estacional de los hongos presentes en el sustrato, es posible que al
tener rizoides disminuya su especificidad fungica albergando a otros hongos estacionales.

Al visitar las instalaciones del orquidario Rio Verde, en donde nos atendio personalmente
el Ingeniero Sandro Cusi, fue interesante constatar que tenia algunos hibridos del género
Rhynchostele, muy probablemente de Rhynchostele rosii y Rhynchostele bictoniensis las
cuales cultiva y pone en venta. Ante la necesidad de protocormos y semillas en cierta
etapa del experimento y sabiendo que la especie se puede encontrar en el estado de
México, se le pregutd si en las instalaciones cultivava o tal vez la tenia en venta
Rhynchostele cervantesii, él comentd que ya habia intentado propagar a la especie y que
resulta muy dificil tanto propagarla in vitro como en invernadero; recientemente se visitd
el Herbario de la Asociacion Mexicana de Orquideologia (AMO) donde nos atendio el
ilustardor y Bidlogo Rolando Jiménez, cuando nos mostré el invernadero del Ingeniero
Erick Hagstater se le preguntd si la especie se encontraba en la coleccion de invernadero,
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a lo cual comentd, que cuando se cultiva tienden a decaer con el tiempo(los brotes nuevos
se marchitan, no hay floracion y términan por morir), ante la curiosidad tambien se le
preguntd si contaban con Epidendrum eximium a lo que respondio que era una especie
rara de bosques templados y que le pasaba exactamente lo mismo que a R. cervantesii en
cultivo de invernadero. Por lo que muy probablemente las orquideas epifitas raras o
endémicas que pertenecen a bosques templados o estacionales requieren para su
supervivencia aun en la etapa adulta de ciertos recambios de floras micobianas
estacionales y por ello hace dificil su cultivo y propagacién aun bajo condiciones de

invernadero.

Figuras110-112.
Hibridos del género
Rhynchostele.

Figura 113.
Rhynchostele rosii
cultivados con fines
comerciales en las
instalaciones de Rio

verde en Temascaltepec

(Estado de México).
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7.0 ™ CONCLUSIONES 3

/g La trampa para micorrizas fue util para la inoculacidn in situ de semillas de
Rhynchostele cervantesii con diversos endofitos.

/g La inoculacidn in situ de las semillas indujo diferentes estadios de desarrollo
durante su germinacion como son embriones hinchados, embriones hinchados
con ruptura de testa y protocormos

g La gran cantidad de hongos aislados a partir de embriones y protocormos
inoculados in situ dentro de las trampas impiden la purificacion de enddfitos
especificos para la germinacién.

g De las 22 cepas aisladas y purificadas de las trampas solo una indujo la
germinacién simbidtica in vitro.

£§ Ninguno de los 27 endéfitos aislados y purificados a partir de raices y
reminiscencias de protocormos colectados in situ indujo la germinacién simbidtica
de semillas de R. cervantessi, sin embargo, uno fue enddfito de los protocormos.

£§ Las condiciones climatolégicas especificas y estacionarias in situ
condicionan la diversidad de hongos aislados, tanto de las trampas como de los
protocormos de Rhynchostele cervantesii, ya que a mayor humedad relativa y
precipitaciones mayor diversidad de micobiontes.

,@f Para que la germinacién e inoculacidn simbidtica de Rhynchostele
cervantesii tenga éxito es indispensable un sustrato adecuado (capas densas de
liguenes y Musgos) sobre los forofitos de R. cervantesii que proporcionen un
microhdbitat con mayor diversidad de micobiota.

,@f Rhynchostele cervantesii inicia la germinacién asimbidtica en el medio de
cultivo Murashige y Skoog, a los 14 dias de cultivo.

,@5 La especificidad fungica in vitro ofrece distintas condiciones que las in situ.

,@5 Las semillas de Rhynchostele cervantesii son inoculadas por una micorriza
especifica que bajo condiciones naturales estimula la germinacion y desarrollo de
los primeros estadios.
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g Rhynchostele cervantesii es una especie con requerimientos fungicos
nutricionales y estacionales de los cuales deriva su endemismo asi como la
dificultad para su cultivo, al ser una especie amenazada requiere de una mejor
conservacion.

,@ Con el presente estudio se aportan conocimientos sobre los requerimientos
estacionales y fungicos para fines de reintroduccién de Rhynchostele cervantesii
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Anexo 1

Ciclo de vida de Rhynchostele cervantesii

1. El foréfito germina en el suelo del bosque, a partir de este momento sobre sus raices tallo y
hojas crecen ciertas bacterias y hongos microscopicos; a medida que crece desarrolla una
capa de ritidioma aumentando gradualmente la diversidad de microorganismos.

2. El tiempo, las condiciones y las relaciones simbidticas favorecen la colonizacion de
organismos mas complejos tal vez los primeros colonizadores macroscépicos sean los
liquenes seguido de los musgos. Con el tiempo se establecen organismos mas complejos como
los helechos

3. Durante las estaciones algunos organismos epifitos (principalmente musgos y liquenes)
crecen y/o mueren dejando atrds materia organica (inclusive las capas mas gruesas de
ritidioma del forofito) que los hongos (como Rhizoctonia) y las bacterias aprovechan para
degradar en forma de lixiviados.

4. Durante la primavera las flores de las orquideas circundantes son polinizadas, a la
primavera del siguiente afo el fruto madura dispersando las millones de semillas.

5. Las semillas pueden instalarse en un foréfito con poco ritidioma (dibujo 2) corriendo el
riesgo de estar mas expuestas a condiciones climaticas adversas provocando la muerte del
embrién o bien pueden instalarse en un fordéfito con una densa capa de musgo (dibujo 3),
donde las semillas formaran un pequefio banco.

A finales de verano y principios de otofio aumentan las precipitaciones y con ellas las
escorrentias que contienen nutrientes en forma de lixiviados; la diversidad de hongos
presentes en los foréfitos comienza a aumentar; las semillas pueden llegar a protocormo sin la
necesidad de estar inoculadas o bien encuentran a la micorriza adecuada y comienza a
desencadenarse el proceso de germinacién y desarrollo.

Aparentemente durante el invierno aquellas semillas que llegaron a protocormo y se
establecieron en un sustrato adecuado tienen mas posibilidades de sobrevivir hasta finales de
primavera cuando se reanudan las lluvias.

6. Quizas al afio siguiente y con las primeras precipitaciones se elonga el primordio foliar y se
desarrolla un denso tapete de rizoides en la base del protocormo, teniendo la probabilidad de
emplear otros hongos por medio de los rizoides, fisiolégicamente en este estadio es mas
dependiente de la micoheterotro6fia que de la autotrofia.



7. En este estadio aparece el primer brote vegetativo en posicion apical a partir de la
reminiscencia del protocormo, emergen las primeras raices; la reminiscencia del protocormo
estd llena en su totalidad de células de digestion aparentemente la plantula en esta etapa
aumenta la cantidad de endéfitos que puede emplear, (esto puede corroborarse por la
cantidad de endéfitos aislados de la reminiscencia del protocormo, posiblemente tenga que
pasar otro afio para llegar al siguiente estadio ya que esta fase fue encontrada a principios de
primavera).

8. Cuando se reinician las lluvias se desarrolla del primer pseudobulbo a partir de la digestion
de los hongos que se encuentran en la reminiscencia del protocormo, las raices, y los
nutrientes en forma de lixiviados que pueda absorber por la rizosfera. In vitro se desarrollan
rapidamente brotes vegetativos y la reminiscencia del protocormo es de un tamafio
despreciable comparada con la plantula colectada y observada en campo. Cuando llega el
principio del invierno y finales del verano, las condiciones no son las optimas, Ia
reminiscencia del protocormo es digerida en su totalidad, gradualmente la plantula se vuelve
autétrofa, y el pseudobulbo se convierte en un 6rgano de almacenamiento de agua y
nutrientes que permitiran la supervivencia de la plantula.

9. Al afio siguiente se ha generado otro pseudobulbo, las estaciones influyen sobre la
diversidad de endofitos inoculados en la raiz pudiendo emplear diversas micorrizicas;
fisioldgicamente se establece un balance entre la micotrofia-autotrofia en una simbiosis del
tipo equilibrada, esta estrategia es usada durante afios hasta llegar a la etapa de floracién.

10. Es posible la etapa de floracion asi como la supervivencia de la especie dependa de ciertos
suministros fingicos almacenados por afios en los pseudobulbos como Nitrégeno, Fosforo y
Potasio, (Al ser una especie de dificil cultivo); El hongo micorrizico que desencadena la
germinacion posiblemente se reproduzca en la rizosfera o en los estomas de plantas adultas y
las esporas son transportadas por el viento para colonizar nuevos foroéfitos).

11. Para completar el ciclo entra el polinizador, los cambio que acontecen la post-polinizacién
consiste en el descenso de las alas de la columna desde una posiciéon de 50° hasta una de 20°
con respecto a un eje central, cubriendo asi la cavidad estigmatica, mediante la hinchazén de
la cabeza de la columna; el proceso se desarrolla en un lapso de 48 hrs. La capsula tarda en
desarrollarse y madurar 11 meses hasta la primavera siguiente cuando las semillas son
nuevamente dispersadas por el viento.



Anexo 2.

Composicion de medios para micorrizas

Cuadro 1. Componentes del medio FIM (Fungical Isolated Media)

Sales inorganicas gr/L

Nitrato de calcio tetra hidratado Ca(NO3)2 4H,0 0.5
Fosfato acido de potasio KH.PO4 0.2
Cloruro de potasio kel 0.1
Sulfato de magnesio MgSO. 7H20 0.1

Constituyentes Organicos
Extracto de levadura 0.1
Agar bacterioldgico 5.0

pH 4.5

Cuadro 2. Componentes del medio Papa Dextrosa Agar (PDA).

Constituyentes Organicos gr/L

Trozos de papa 200.0
Dextrosa 20.0
Agar bacterioldgico 5.0
pH 5.6

Cuadro 3. Componentes del medio Basico de Avena (MBA).

Para siembra de semillas y hongo micorrizico.

Constituyentes gr/L
Organicos
Polvo de avena 3.5
Extracto de levadura 0.1
Agar bacterioldgico 5.0
pH 5.5




Anexo 3.

Composicion del Medio de cultivo Murashigue & Skoog (MS).

MEDIO DE CULTIVO MURASHIGE & SKOOG (MS) (1962)

[100%)] [50%]

CONSTITUYENTES INORGANICOS mg/l mg/l
Macronutrientes
MgSQOy4.7H20 370.0 185.0
NH4NO3 1650.0 825.0
KHoPO4 170.0 85.0
KNO3 1900.0 950.0
CaCly.2H,0 440.0 220.0
Micronutrientes
ZnS04.7H0 8.6 4.15
CoCl».6H>0 0.025 0.0125
H3BO3 6.2 3.1
MnSO4H>0 22.3 11.15
CuS04.5H,0 0.025 0.0125
NapoMo00O4.2H,0 0.25 0.125
Kl 0.83 0.415
NasEDTA 37.3 18.65
FeS0O4.7H20 27.8 13.9
CONSTITUYENTES ORGANICOS
Vitaminas
Tiamina HCI (B1) 0.4 0.2
Niacina 0.5 0.25
Piridoxina HCI (Bg) 0.1 0.05
Hexitol 0 azucar alcohol
Myo-Inositol 100.0 50.0
Carbohidrato
Sacarosa 30,000.0 15,000.0
Agente gelificante
Agar-gel (Sigma) 5,000.0 5,000.0

pH 5.7 5.7
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