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1. Introduccion general

1.1. La familia Orchidaceae y sus principales caracteristicas

Las orquideas (familia Orchidaceae) conforman uno de los grupos de plantas con flor o
angiospermas mas exitosos en terminos de su extension geografica y la ocupacion de diferentes
hébitats (Dressler 1981, Givnish et al. 2015). Esta familia, pertenece a la clase Liliopsida (orden
Asparagales), y es considerada una de las méas diversas, con cerca de 28.484 especies,
distribuidas en cinco subfamilias y 880 géneros (Steven, 2001; Cribb et al., 2003; Govaerts et
al., 2017). El nimero de especies incluidas en este grupo va aumentando progresivamente,
dado que, afio a afio, diferentes investigaciones (principalmente en areas tropicales) descubren
nuevas especies (Vale et al. 2014; Juswara et al. 2016; Clements & Jones 2020, Tobar-Suéarez

et al. 2021) e incluso nuevos generos (Karremans, 2014).

Las orquideas son plantas herbaceas, que varian grandemente en sus caracteristicas
morfoldgicas vegetativas y reproductivas (Dressler, 1981). Ellas pueden tener un porte erecto,
colgante o trepador. Sus especies son mayormente foto-autotréficas, con habito de vida
terrestre, epifito (i.e. que viven sobre otras plantas sin extraer ningun nutriente de estas Gltimas)
o litéfilo (i.e. que viven sobre rocas). Otro grupo minoritario de especies (pertenecientes a
varios linajes dispersos sobre la filogenia de Orchidaceae) son mico-heterétrofas, ya que no
pueden hacer fotosintesis y dependen permanentemente de hongos para el acopio de suficientes
nutrientes y el completamiento de su ciclo de vida (Gomes et al. 2019; Jakalski et al. 2021). A
estas orquideas se les llamd durante mucho tiempo saprofiticas o parasitas, porque no se
conocia el papel que juegan los hongos en su ciclo de vida (Darwin, 1877, Bernard, 1899).
Algunas pocas tienen un habito mixto en el que algunos individuos son autétrofos y otros
micoheterétrofos (Schweiger 2019, Suetsugu et al. 2021a), o que cambian de estrategia tréfica
a lo largo de su vida (Suetsugu & Matsubayashi, 2021). Esta ultima, es una condicion que, en
cierta forma, cumplen todas las orquideas si reparamos en que en su fase inicial todas las
orquideas hasta ahora estudiadas dependen totalmente de hongos micorrizicos de manera
obligada para germinar (Dressler 1981; Miura et al. 2018; Perotto 2014; ver acéapite 2.5.2).
Adicionalmente, algunas especies, propias en ambientes poco luminosos pero ricos en materia
organica muerta, combinan la fotosintesis y la interaccion con hongos como fuentes de

carbono, por lo que se consideran mixotroficas (Suetsugu et al. 2021b).

Sin embargo, a pesar de todo ese abanico de estrategias troficas, del total de especies que

han sido identificadas hasta el momento, mas del 60% de las orquideas



(aproximadamente19.000 especies) son plantas epifitas fotoautotroficas, ya que usan la
superficie de los troncos de arboles, arbustos y rara vez las hojas de otra plantas como soporte
para su crecimiento (Zotz, 2013; Chomicki, 2015; Schiff, 2018). Si bien este grupo de
orquideas es el que alberga el mayor nimero de especies, es al mismo tiempo el que
experimenta mayores perdidas en su diversidad, debido a la fuerte presion antrdpica
(fragmentacion del habitat, cambios en el uso de suelos, empleo para usos medicinales u
ornamentales, entre otros) (Adhikari et al., 2012). De hecho, las orquideas constituyen uno de
los grupos de plantas vasculares con mayor nimero de especies amenazadas, y estan todas
incluidas en la Convencidn sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna
y Flora Silvestres (CITES) y en la Lista Roja de la Unidn Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza (IUCN) (Mondragén & Dutra Elliott, 2013).

Cuando se caracteriza a las orquideas con base al tipo de crecimiento que exhiben, es posible
encontrar especies con crecimiento simpodial o simpodico, las cuales poseen rizomas capaces
de ramificarse varias veces lateralmente. Estos rizomas producen ventralmente solo raices y
dorsalmente so6lo hojas (con o sin pseudobulbos) y flores. Por lo general el rizoma y las raices
de estas especies se mantienen en estrecho contacto con el sustrato de soporte. A este grupo de
orquideas pertenecen los géneros Cattleya, Epidendrum, Oncidium, Dendrobium,
Paphiopedilum, Catasetum, entre muchos otros (Fig. 1). Otro grupo de especies poseen un
crecimiento monopodial 0 monopddico, ya que crecen casi exclusivamente a lo largo de un eje
perpendicular al sustrato mediante un tallo mayormente Unico o poco ramificado que produce
hojas a ambos lados, pudiendo presentar raices aéreas en abundancia (Schiff, 2018). Con este
tipo de habito de crecimiento tenemos a géneros tales como Vanda, Phalaenopsis,
Campylocentrum, Aerides, Angraecum y Vanilla, entre otros (Fig. 1). En aquellas orquideas
epifitas con crecimiento simpodial, es posible encontrar estructuras conocidas como
pseudobulbos, que consisten en peciolos muy engrosados con inclusién de tejido caulinar, cuya
principal funcion es almacenar el agua y los nutrientes necesarios para la floracion de ese
vastago y secundariamente funcionar como una reserva Util para el desarrollo de otras partes
de la planta en periodos desfavorables tales como estaciones secas y/o frias (Schiff, 2018). Este

tipo de estructuras nunca se presenta en las especies monopodiales.

Otra de las estructuras anatdmicas de las orquideas que presenta ciertas particularidades es
la raiz, en especial se la compara con la de otras angiospermas a excepcién de las araceas. En

especies epifitas y en aquellas que crecen sobre rocas (litéfitas), las raices aéreas de las



orquideas son Organos perennes que pueden poseer la capacidad de realizar fotosintesis
(Sathiyadash et al., 2020). En estas especies, las raices tienen dos capas multi-estratificadas de
celulas, una mas externa llamada velamen cumple varias funciones, entre ellas: 1) permite el
intercambio gaseoso, la entrada de agua (incluyendo su conversion de vapor de agua a agua
liquida) 2) la entrada de nutrientes, 3) protege a la raiz de la desecacion, de dafios mecanicos
ydelaluz UV, y 4) daalbergue a hongos y otros endosimbiontes. La segunda capa, mas interna
es el cortex, cuyas funciones son: 1) proteger los tejidos vasculares, 2) absorber el agua y los
nutrientes que atraviesan el velamen, 3) realizar cierto nivel de fotosintesis y 4) dar albergue
principalmente hongos endofiticos (Barretta-dos-Santos et al. 2015; Costa Joca et al. 2017,
2020). En el velamen es posible encontrar cianobacterias, cuya principal funcion es la fijacion
bioldgica de nitrégeno (Tsavkelova et al., 2003, 2011). Por su parte, las raices de las orquideas
terrestres, no suelen ser fotosintéticas por estar mayormente enterradas y a menudo poseen un
velamen formado por una o unas pocas capas de células (Figueroa et al. 2008). Asimismo, en
estas especies, las raices experimentan cambios en su crecimiento y arquitectura a través del
tiempo (Bayman & Otero, 2006) y es dificil saber si mantienen una relacion mas estrecha con
hongos durante méas tiempo, o si en realidad esta interaccion ha sido mejor muestreada entre
las orquideas de este gremio (Lesica and Antibus 1990; Richardson et al. 1993; Liu et al. 2010;
Riofrio et al. 2013; Xing et al. 2015; Cevallos et al. 2017; Wang et al. 2017).

Por otra parte, si bien todas las estructuras de una planta son importantes y deben ser
caracterizadas, las flores, en el caso de las orquideas, han sido clave en su diversificacion
mediante una explotacién mas o menos especializada de diferentes mecanismos de polinizacion
(Dressler 1981; Tremblay et al. 2005; Givnish et al. 2015). La morfologia basica de esta
estructura (i.e. presencia de tres sépalos, tres pétalos incluido el labelo, y androceo y gineceo
fusionados) es uno de los principales rasgos que se utilizan para caracterizar a las especies
pertenecientes a la familia Orchidaceae (ver variaciones de este patron en Fig. 1). Debido al
gran numero de especies incluidas dentro de este grupo, es posible encontrar orquideas con una
gran variedad de flores que difieren en su forma, tamafio y color, entre otros. Se considera que
las flores de las orquideas son estructuras altamente adaptadas a una interaccion eficiente con
polinizadores mayormente especificos, lo cual potenciaria mayores niveles de polinizacion
cruzada, aunque también se reportan especies que poseen mecanismos de auto-polinizacion
(Jacquemyn et al., 2005; Tremblay et al. 2015) u otras mayormente generalistas (e.g. Claessens

& Kleynen 2013). Tipicamente, la flor de las orquideas posee simetria bilateral, con un caliz



trisépalo y una corola tripétala, en la cual el pétalo del medio (labio o labelo) se encuentra

modificado y logra a menudo la mayor atraccion e interaccion mas directa con el polinizador.

Figura 1. Diversidad morfo-ecolégica de la familia Orchidaceae. En varias fotos se sefialaron los sépalos (s),
pétalos laterales (p), labelo (1) y ginostemo (g). A Cattleya trianae; B. Laelia colombiana, C. Brassavola sp. D.
Prostechea sp., E. Dimerandra buenaventurae, F. Pleurothallis sp., G. Stelis sp., H. Dichaea sp., |. Maxillaria sp.,
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J. Cryptocentrum, K. Dactylorhiza sp. L. Orchis sp. M. Vanilla pompona, N. Phragmipedium caudatum, N.
Sobralia sp. O. Campylocentrum sp., P. Stanhopea reichenbachiana, Q. Dryadella sp., R. Erycina pusilla, S.
Catasetum tabulare, T. Galeandra beyrichii, V. semillas fértiles (*) y estériles (-) de Encyclia moebusii, W.
protocormo de Catasetum tabulare con rizoides oscuros ($), Y. Detalle de este protocormo mostrando al interior
de los rizoides las hifas (&) del hongo que permiti6 la germinacion y desarrollo del protocormo (Fotos: Angel
Vale).

Por otra parte, la inmensa mayoria de las orquideas poseen flores hermafroditas y poseen los
organos sexuales (estigma y anteras) muy proximos entre si  formando una columna o
ginostemo (Dressler, 1981; Schiff, 2018). Las flores pueden agruparse en inflorescencias
(racimos o espigas) que se disponen en diferentes posiciones del raquis (basal, apical o axilar).
Una vez que una flor es polinizada y se produce la fecundacion, el ovario de la flor madura da
lugar a un fruto (c&psula) que contiene en su interior miles de semillas de tamafio muy pequefio,
facilmente dispersadas por el viento (Arditti, 2000; Yeung et al., 2018). Estas semillas tienen
la particularidad de carecer de endospermo, por lo que para poder germinar deben interactuar
con un hongo micorrizico (simbiosis obligada inicial), relacion que recibe el nombre de
micoheterotrofia. Es asi que el ciclo de vida de una orquidea (Figura 2) comienza con una
semilla que es colonizada por un hongo simbionte. En esta interaccion, el hongo proveeréa una
fuente de carbono para el desarrollo del embrion. De este modo, el embriéon comienza a
alargarse, dando lugar al protocormo, el cual es un rasgo Unico que caracteriza a la germinacion
de las orquideas (Jonasson, 2015). Esta estructura, intermedia entre el embrién y la plantula,
carece inicialmente de pigmentos, por lo que es completamente dependiente del hongo para su
nutricién (Perotto et al., 2014). Posteriormente, en el protocormo se formard un &pice
meristematico, dando lugar al surgimiento de una plantula (con raiz y tallo) (Yeung et al.,
2018). En esta fase, como ya vimos mas arriba, se suelen dar dos situaciones: 1) la plantula
desarrolla la capacidad de realizar fotosintesis y se independiza al menos parcialmente del
hongo, 6 2) la plantula sigue dependiendo estrictamente del hongo para la obtencién de una
fuente de carbono (Jacquemyn et al., 2017). Sin embargo, existe una tercera opcion, que es que
la planta se haga mixotrofica. Finalmente, la plantula se desarrollara para dar una planta adulta
que continuara con el crecimiento (asociada o no al hongo) y completara el ciclo con la

formacion de flores, frutos y semillas (fig. 2).

A pesar del gran numero de semillas que se producen por fruto, la necesidad de interactuar
con un hongo para poder germinar, hace que el nimero de plantulas efectivamente

desarrolladas sea muy inferior al que se esperaria.



1.1.1. Ecologiay Distribucion

Las orquideas poseen una amplia distribucion en regiones tropicales y subtropicales (Cribb et
al., 2003), detectdndose una disminucién en la riqueza de especies al avanzar en el gradiente
latitudinal hacia el norte. Su ocurrencia ha sido reportada en todas partes del mundo, salvo en
ambientes muy frios como los que caracterizan a la region del Artico y Antartida (Tsiftsis et
al., 2019). Los factores que definen los patrones de riqueza de especies en esta familia se
analizan a diferentes escalas. Cuando se evalUa a escala global, el tamafio del habitat y el rango
altitudinal son los factores determinantes (Jacquemyn et al., 2005); mientras que a menor
escala, la disponibilidad de agua, humedad del suelo, altura y area del dosel arbéreo, resultan
ser los mas importantes (McCormick & Jacquemyn, 2014). Cuando se analiza un ambiente a
pequefia escala, se observa que la distribucidn de orquideas esta caracterizada por la formacion

de clusters y por un marcado patrén de segregacion (Jacquemyn et al., 2014).
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Figura 2: ciclo de vida de una orquidea. Las flechas verdes sefialan las fases en las que es necesaria la

intervencion de un hongo micorrizico de manera obligada. Adaptado de Sathiyadash et al. (2020).

El rango de distribucion varia de acuerdo al habito de crecimiento. Las orquideas epifitas,
que representan el 70 % de las especies de esta familia (Favre-Godal et al., 2020), se
distribuyen principalmente en el continente americano (desde EUA hasta Argentina y Brasil,
siendo mas diversas entre ambos trépicos y en zonas cercanas a los 1000-2000 msnm),

alcanzando una diversidad similar en Asia e Islas del Pacifico, pero menor en Africa y Australia



tropicales debido a la prevalencia en entornos mas secos (Gentry & Dodson 1987; Joppa et al.
2011; Gaskett & Gallagher 2018). Tipicamente, se desarrollan sobre las ramas de arboles y
arbustos, obteniendo agua y nutrientes de la atmésfera circundante y de las deposiciones que
fluyen sobre la superficie del arbol, y bajo una eficiente proteccion de la radiacion solar
extrema. Estas especies poseen requerimientos especificos en cuanto al tipo de arbol sobre el
cual se desarrollan (especie, tamafio, edad, pH de su corteza, entre otros) y las condiciones
micro-climaticas (Adhikari et al., 2012). De este modo, es posible detectar variaciones en la
diversidad de orquideas epifitas cuando se observa un mismo arbol a diferentes alturas, o
cuando se comparan bosques con estructuras y edades diferentes (Zotz & Vollrath, 2003).
Adhikari et al. (2012) encontraron que en bosques de Nepal, la abundancia y riqueza de
orquideas epifitas es mayor en bosques primarios con poca intervencion humana. Asimismo,

el nimero de individuos es mayor en arboles nativos de mayor edad y altura.

Por su parte, las especies terrestres dan cuenta del 25 % de las orquideas (Favre-Godal et
al., 2020) y se encuentran mejor representadas en Norteamérica, Europa, Sudafrica, Australia,
y Nueva Zelanda, desarrollandose en una gran variedad de ambientes (Schiff, 2018). Dentro de
este grupo, es posible encontrar especies con un alto grado de especializacion respecto al
habitat. En un estudio llevado a cabo en bosques de Serbia, Djordjevic et al. (2020) encontraron
que los factores que determinan la distribucion y abundancia de orquideas terrestres en estos
ambientes son: el régimen luminico, la temperatura, la humedad, el contenido de nitrégeno del
suelo y la altitud. Estos autores detectaron la presencia de orquideas terrestres especialistas en

los extremos del gradiente de luz, temperatura, pH y humedad del suelo, y altitud.

Lamentablemente, en la mayoria de los estudios a nivel mas macro sobre los correlatos
ecoldgicos y geograficos que explican la distribucién de las orquideas no se tienen en cuenta
la distribucion de sus principales mutualistas y la especificidad de los diversos linajes de las
orquideas con estos organismos, en especial sus hongos micorrizicos. Es por ello, que a partir
de la revision realizada para este trabajo consideramos urgente la necesidad de cruzar los datos
de distribucion de los diferentes grupos de hongos y la de los diversos linajes de orquideas en
los que se ha reportado su presencia. Sin embargo, dada las actuales dificultades para la
completa identificacion de los diversos hongos a escalas taxonomicas pequefias creemos que
este tipo de investigaciones podrian demorar debido a la escasez de informacién sobre la
interaccion orquidea-hongo a lo largo del rango de distribucién de una misma especie de

orquidea, y a la dificultad de hacer coincidir las identidades que hagan de un mismo ente



fangico a partir de diversas fuentes de informacion (p.ej. datos morfologicos basados en hongos

que produzcan cuerpo fructifero y datos moleculares).
1.1.2. Importancia de las orquideas en los ecosistemas

Debido al gran nimero de especies que alberga la familia Orchidaceae y a su alto grado de
diversificacion ecoldgica, las orquideas son un componente esencial de la biodiversidad
(Gonzélez-Hernandez et al., 2007), con roles muy importantes en el funcionamiento de los
ecosistemas y en los ciclos biogeoguimicos. En ecosistemas boscosos, se cree que las orquideas
son componentes clave para el mantenimiento de la diversidad (particularmente de artrépodos),
y para la resiliencia y el funcionamiento de estos ambientes (Adhikari et al., 2016). Las
orquideas son capaces de establecer interacciones con diversos grupos: insectos (polinizadores
y artrépodos o vertebrados que las utilizan como refugio), bacterias (cianobacterias presentes
en el velamen), diferentes grupos de hongos (mediante asociaciones de tipo simbiotico o no) y
con otras plantas (interacciones positivas o negativas) (Jersakova et al. 2006; Claessens &
Kleynen 2013; Favre-Godal et al., 2020). En el Neotrdpico muchos linajes de orquideas han
convergido hacia la produccion de recompensas florales inusuales de las cuales dependen
algunos grupos altamente endémicos pero de una importancia clave en los ecosistemas
neotropicales. Entre estas orquideas destacan las productoras de aromas colectables por machos
de abejas euglosinas (de los géneros Euglossa, Eulaema, Eufriesia, y Exaerete) que dependen
de estas y otras flores para atraer a las hembras de sus respectivas especies (Ramirez et al. 2011;
Hetherington-Rauth & Ramirez, 2020). Otras orquideas producen aceites y ceras de gran
utilidad en el ciclo de vida de otras abejas tales como los centrinidos y los meliponinos
respectivamente (Pauw, 2006; Castro & Singer, 2019). Sin embargo, muchas especies de
orquideas se encuentran actualmente amenazadas (lista roja de la UICN). Esto no solo
representa un peligro para la diversidad de esta familia, sino también para todas las especies

con las cuales dichas plantas interacttan.
1.2. Efecto nodriza

En las comunidades vegetales, las interacciones entre diferentes especies pueden ser
positivas 0 negativas. En ambientes sometidos a forma intensas de estrés (sequia, presion por
herbivoria, suelos oligotroficos, salinidad, entre otros), las interacciones positivas (facilitacion)
cobran mayor importancia (Molina-Montenegro et al., 2013; Atala et al., 2020). En este
contexto, tradicionalmente el concepto de efecto nodriza se ha utilizado para describir el

proceso mediante el cual una planta genera un micro-ambiente con condiciones favorables para
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la germinacion de semillas y/o reclutamiento de plantulas de una especie diferente (planta
blanco o beneficiaria), favoreciendo de este modo su establecimiento, desarrollo y crecimiento
(Nufiez et al., 1999; Ren et al., 2008). Las plantas facilitadoras suelen ser especies pioneras
que no requieren de otra especie que genere previamente condiciones favorables para su
establecimiento (Groeneveld & Rochefort, 2002; Filazzola & Lortie 2014). EI conocimiento
de las especies que participan en este tipo de interaccion, permite disefiar proyectos de
restauracion en distintos ecosistemas (Swinfield, et al. 2016; Aceves et al, 2020; Blackhall et
al. 2021). De este modo, es posible seleccionar a la especie facilitadora teniendo en cuenta sus
caracteristicas y las del area a restaurar. Por ejemplo, en ambientes fuertemente impactados por
la herbivoria, es conveniente seleccionar especies poco palatables, que no sean consumidas por
los herbivoros y que, en consecuencia, puedan desarrollarse y generar condiciones favorables
(disponibilidad luminica, temperatura, nutrientes, humedad del suelo) para el crecimiento de

especies beneficiarias que si podrian ser palatables (Smith et al., 2006).

Existen diferentes formas mediante las cuales una planta nodriza genera condiciones
favorables para el establecimiento, desarrollo y crecimiento de la especie beneficiaria. Por
ejemplo, su crecimiento hace posible que en ambientes calidos, debajo de su biomasa aérea se
generen condiciones de menor irradiancia, temperaturas méas bajas y mayor humedad, lo que
podria favorecer a especies con esos requerimientos. Asimismo, en ambientes mas frios y con
incidencia de fuertes vientos, la planta nodriza puede tener un efecto protector, favoreciendo

un micro-ambiente mas templado, con menor incidencia de las corrientes de aire.

Mas recientemente se ha obtenido evidencia de que algunas especies de hongos conforman
redes micorrizicas (MNs del inglés “mycorrhizal networks”), redes miceliales que conectan
dos 0 mas plantas (sean estas con-especificas 0 no) y que permiten un intercambio permanente
de sustancias e informacion (Simard & Durall, 2004; Selossé et al., 2006; Whitfield, 2007).
Las MNs estan siendo cada vez mas reconocidas como mediadoras de las interacciones entre
arboles. Esto ha puesto al descubierto un universo nuevo de implicaciones en la sobrevivencia
y la capacidad competitiva de varias especies vegetales. De hecho, algunos arboles pueden
ayudar a la nutricion, prevalencia y resistencia a plagas de plantas con-especificas mas
pequefias mediante el uso de una o varias de estas redes de hongos micorrizicos (Simard &
Durall, 2004; Beiler et al. 2010). De este modo, las MNs funcionan como una malla fisica que
suministra C a plantas con escasa disponibilidad de luz, y/o distintas biomoléculas que proveen

resistencia y defensa a estas plantulas o miembros menores de la red (Simard & Durall, 2004;



Beiler et al. 2010). Sin embargo, a pesar de la convergencia conceptual de este fendmeno con
el de efecto nodriza (0 “nurse effect”) estudiado antes de este descubrimiento, rara vez se
reporta en la literatura el uso de este concepto en asociacion con el de redes miceliales. Ciertas
orquideas, en especial aquellas que viven en lugares mas sombrios, forman parte de algunos de
los sistemas de redes miceliales, donde las hifas de algunos hongos derivan parte de los
nutrientes que obtienen de sus mutualistas vegetales (mayormente arboles bien expuestos a la
luz) y los entregan a estas orquideas parcial o totalmente mico-heterotroficas (Orellana, 2017).
Sin embargo, en estos casos es dificil si el uso del concepto “efecto nodriza” aplicaria a una
relacion donde arbol y orquidea que no necesariamente parecen beneficiarse mutuamente
(Baldelomar, 2018).

1.2.1. El efecto nodriza en Orchidaceae

En el contexto de las interacciones planta-hongo y sus posibles implicaciones para la
comunicacion y un “cuidado mutuo” entre plantas, las orquideas podrian tener mucho que
aportar a pesar de que, segun la revisién realizada como parte de esta tesis, en ningun caso se

describe la existencia de un efecto nodriza intra- o inter-especifico para la familia.

En este sentido, desde los inicios del siglo XIX se ha documentado, para varias especies de
orquideas, que una cierta parte del reclutamiento poblacional en las poblaciones naturales de
orquideas ocurre en asocio con la proximidad de plantas adultas (Bernard, 1899; Rasmussen,
1995). Igualmente este fendmeno también fue descrito a finales de ese siglo para especies de
la familia pero mantenidas en condiciones de cultivo (Neuman, 1844; Bernard, 1904). Derivado
de ello el cientifico francés Noél Bernard propuso por primera vez que la presencia de
determinados hongos podria ser clave en este fendmeno. De hecho, estos hallazgos en la
naturaleza y en el invernadero fue lo que permitié asegurar que la germinacién de orquideas
requiere del concurso obligatorio de hongos (Bernard, 1899; Bernard, 1904; Rasmussen, 1995).
De modo que, en los primeros estudios los hongos inoculados en experimentos de germinacion
simbidtica fueron sobretodo obtenidos de raices de plantas adultas con-especificas o no con las
semillas a sembrar (Bernard, 1904). Aungue estos hallazgos fueron en un inicio rechazados
tanto por la comunidad cientifica (acostumbrada a ver los microorganismos como entes
patégenos), como por los cultivadores de orquideas y vendedores de estas plantas; con el
tiempo este rol esencial de los hongos en la germinacién de las orquideas fue progresivamente
asimilado (Selosse et al. 2011). De hecho, ain hoy por hoy, casi todos los experimentos de

germinacion simbidtica de orquideas inician con el aislamiento de hongos a partir de raices de
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plantas adultas, sin dudas la principal fuente de indculo (Rasmussen, 1995; Selosseé et al. 2011).
Que esto constituya un caso de efecto nodriza tendria gran relevancia dado que las fases
iniciales de vida de una orquidea (i.e. la semilla sin endospermo, el protocormo y la plantula)
suponen una elevada susceptibilidad e incapacidad de nutricion. Simese a esto, que en muchas
ocasiones las condiciones de humedad y disponibilidad de hongos compatibles para la
germinacion tiene lugar precisamente en partes donde la ausencia o escasez de luz solar es la
causa de tales condiciones microclimaticas (Flores et al., 2008). En este contexto sombrio, las
orquideas parecen germinar precisamente en partes donde no podrian nutrirse con la luz. En
estas condiciones, que plantas adultas de orquideas (con-especificas 0 no) lejanas, con acceso
a mas luz, pero conectadas con las nuevas plantas mediante una red micelial, pudieran estar
aportando indirectamente al desarrollo de estas plantulas podria ser sin dudas una adaptacion

clave para la sobrevivencia de estas especies.
1.3. Interacciones hongo-orquideas

La interaccion gue se establece entre hongos y orquideas es quiza una de las mas importantes
para este grupo de plantas. La ausencia de endospermo, y por tanto de sustancias de reserva en
las semillas de esta familia, hace imprescindible que ocurra una colonizacién temprana del
embrion por parte de hongos para poder germinar y desarrollarse (Smith & Read, 1997). En
estadios posteriores del desarrollo, cuando se ha alcanzado la fase de plantula, si bien gran parte
de las orquideas son fotosintéticamente activas, una menor proporcion de ellas carece de esta
capacidad (no posee pigmentos fotosintéticos) y generan una interaccion con hongos en la cual
la planta es completamente dependiente para su nutricion (Dearnaley, 2007). Las hifas del
hongo, que inicialmente crecen en el tejido de las semillas y posteriormente en las raices de
plantulas y ejemplares adultos, forman estructuras densas que reciben el nombre de pelotones
(Dearnaley, 2007).

La interaccion hongo-orquidea no es tan simple como podria pensarse, sino que por el
contrario, se requiere de un cierto nivel de compatibilidad fisiol6gica entre los miembros de
este mutualismo planta-hongo (Sathiyadash et al., 2020). Esto hace que no todos los hongos
sean apropiados para colonizar el tejido de una orquidea dada. Este hecho, sumado a la
necesidad de una simbiosis obligada para la germinacion y crecimiento inicial, hace que el
establecimiento de una interaccion orquidea-hongo apropiada constituya uno de los rasgos
ecologicos mas importantes que probablemente define la distribucién y la abundancia de

orquideas a diversas escalas (Jacquemyn et al., 2012; Xing et al., 2015). Es por esto que se
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establece que la presencia del hongo adecuado podria estar correlacionada con la seleccion del
habitat, afectando la distribucidn geografica y el nicho ecoldgico de algunas especies (Swarts
et al., 2010) y posibilitando o impidiendo la co-existencia de diferentes orquideas (Jacquemyn
et al.,, 2017). Chen et al. (2019) evaluaron la composicién de la comunidad de hongos
micorrizicos asociados a siete especies de orquideas terrestres que habitan en un area
montafiosa de China. Los autores encontraron que cada una de las especies presenta ciertas
preferencias y diferentes grados de especificidad en lo que respecta al tipo de hongo con el que
se asocian, lo que conduce a la particion del nicho y permite la co-existencia en un mismo

ambiente.

Cuando se analiza el grado de dependencia de una orquidea respecto a un hongo para
completar su ciclo de vida, es posible distinguir tres grandes grupos: orquideas completamente
mico-heter6trofas (sin capacidad de realizar fotosintesis durante todo su ciclo de vida y por
tanto, dependientes de la interaccion con hongos para la obtencion de carbono), parcialmente
mico-heterdtrofas o también llamadas mixotrofas (adquieren capacidad de realizar fotosintesis
durante el desarrollo, pero contindan obteniendo carbono adicional del hongo) vy
completamente foto-autétrofas (obtienen carbono a través de la actividad fotosintética)
(Herrera et al., 2019). Si bien se podria pensar que en las especies completamente
fotoautotrofas la interaccion con el hongo se interrumpe luego de la fase de protocormo, esto
no es cierto en la mayoria de los casos. Por el contrario, la asociacion se mantiene, obteniendo
la orquidea de esta relacion una fuente adicional de agua y minerales (Jacquemyn et al., 2011,
Pecoraro et al., 2020). Por otra parte, cuando se analiza el segundo miembro de esta interaccion,
los hongos involucrados en la simbiosis se pueden incluir en diferentes grupos: hongos
micorrizicos tipo Rhizoctonia, ectomicorrizas (grupo asociado a orquideas fotosintéticas y a
orquideas completamente mico-heterétrofas), hongos asociados a la descomposicién de
madera y hojarasca (asociados a orquideas completamente mico-heteroétrofas), y hongos
endofitos (sin ningun rol especifico asociado hasta el momento) (Herrera et al., 2017). Una
parte importante de estos hongos son saproéfitos y habitan en la fraccidn organica de los suelos,

mientras que otros forman ectomicorrizas con arboles y otras plantas micoheterotroficas.

Cuando el hongo que coloniza la semilla de una orquidea es el adecuado (compatible), este
lograra promover la germinacion y el desarrollo del protocormo (Liu et al., 2010; Lilleskov et
al., 2002; Parrent et al., 2006; Polme et al., 2013; Roy et al., 2013). En el caso de aquellas

especies que son mico-heteroétrofas durante todo su ciclo de vida, el hongo también favorecera
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el desarrollo de las plantulas y el crecimiento en la etapa adulta. El modo mediante el cual las
orquideas obtienen nutrientes en esta asociacion, es por medio de la digestion controlada de las
hifas que forma los pelotones (Sathiyadash et al., 2020). Esta interaccion reviste distintos
grados de importancia de acuerdo a las caracteristicas de la orquidea. En el caso particular de
las orquideas epifitas, el ambiente en el cual se desarrollan esta caracterizado por una baja
disponibilidad de agua y nutrientes. Esto hace que la interaccion con el hongo apropiado sea
un factor critico, que determinara su supervivencia (Cevallos et al., 2017; Rasmussen, 2002;
Kuga et al., 2014). Los hongos usualmente reportados en la bibliografia como formadores de
micorrizas con orquideas epifitas son: Ceratobasidiaceae, Serendipitaceae, Tulasnellaceae y
Atractiellomycetes (Herrera et al., 2017). En orquideas terrestres, el entorno en el que se
desarrollan suele ser mas propicio para el crecimiento (en términos de disponibilidad de agua
y nutrientes) cuando se lo compara con el de las epifitas y las litofilas. Este tipo de orquideas
habitualmente posee un rango mas amplio de hongos con los cuales se asocia simbidticamente,
siendo en general hongos del grupo polifilético Basidiomycetes y en algunos casos

Ascomycetes (Dearnaley et al., 2012; Bayman et al. 2016).

Si bien el efecto de las interacciones directas entre hongos y orquideas resulta méas evidente,
las interacciones indirectas también tienen consecuencias sobre el establecimiento y
supervivencia de estas angiospermas. De esta manera, las interacciones que se establecen entre
hongos y otras plantas diferentes a las orquideas, tienen un impacto sobre la estructura de las
comunidades vegetales, afectando la capacidad de establecerse y sobrevivir de las orquideas
(Kosaka et al., 2014). Un caso interesante para analizar este aspecto lo constituyen las especies
parcial y totalmente mico-heterotrofas, que son capaces de asociarse a hongos que forman
ectomicorrizas en diferentes especies de arboles (Pecoraro et al., 2020). Se dice que la
asociacion asi establecida es de tipo tripartita, ya que involucra a tres organismos diferentes
(orquidea, hongo y arbol), y en ella la orquidea obtiene del arbol una fuente de carbono, usando
al hongo como un intermediario. En estos casos se suele decir que la orquidea parasita

indirectamente al arbol.
2. Técnicas para el estudio del rol de los hongos en la reproduccion de orquideas

Frente a la fuerte presion antropica que existe sobre las orquideas (fragmentacion, pérdida
del habitat, y extraccion de ejemplares con fines medicinales u ornamentales), se han propuesto
diferentes técnicas cuyo principal objetivo es contribuir a la conservacion de esta familia. Una

de las méas frecuentemente empleadas y que permite la produccion en masa de orquideas
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amenazadas o de interés comercial, es la germinacion asimbidtica y cultivo in vitro (Stewart &
Kane, 2006). Esta técnica cuando se emplea con fines horticolas y partiendo de meristemos
permite obtener plantas de calidad y genéticamente iguales. Sin embargo, las plantas obtenidas
in vitro suelen tener un crecimiento lento y morir rapidamente cuando son trasferidas a la
naturaleza. Esto se debe principalmente a la incapacidad de muchas orquideas de realizar
fotosintesis eficientemente. Una forma de resolver esto, ha sido mediante el uso de hongos
enddfitos que promueven el crecimiento de las plantas y refuerzan sus defensas (estimulan la
produccion de hormonas vegetales), favoreciendo la aclimatacion y supervivencia en entornos
naturales (Pant et al., 2017; Stewart & Kane, 2006; Pedroza et al. 2005).

2.1. Cultivo y descripcion de hongos endosimbidticos y ensayos de germinacion

Tal como fue mencionado en apartados previos, la interaccion que se establece entre las
orquideas y los hongos que habitan en ellas y colonizan sus tejidos, es de suma importancia.
Es por esto que, el conocimiento y caracterizacion de los hongos micorrizicos, es un aspecto
clave para entender mejor las implicaciones troficas, ecoldgicas y evolutivas de esta
interaccion. Para ello, diferentes grupos de investigacion han desarrollado protocolos cuya
implementacién permite el estudio detallado de estos organismos en plena interaccién, pero
bajo condiciones controladas. En términos generales, el primer paso consiste en definir el area
de la cual se va a obtener el material que se desea estudiar (orquidea) y luego realizar el
muestreo, basandose en diferentes criterios. Zettler & Corey (2018) realizaron una revision de
las principales técnicas utilizadas para el aislamiento e identificacién de hongos endéfitos, que
describe las tareas a realizar desde el momento del muestreo hasta el aislamiento e
identificacion. Con base a este y otros trabajos proponemos un cuadro resumen sobre las
condiciones importantes en un muestreo de hongos endofiticos de las orquideas (Tabla 1).
Zettler & Corey (2018) mencionan que idealmente es conveniente colectar protocormos o
plantulas, lo que involucra la toma del individuo completo. Esto permite no solo obtener
muestras de los pelotones formados en el tejido radical, sino también de los que viven en el
interior del tejido poco diferenciado del protocormo o plantula. Esto, teéricamente, nos acerca
mas a la identificacion de la orquidea mediante la implementacion de técnicas moleculares
(Yokoya et al., 2015). Asimismo, dado que en algunas orquideas los hongos con los cuales se
asocian varian en las diferentes etapas del ciclo de vida (Jacquemyn et al., 2011), la obtencién
de muestras en estas etapas posibilita identificar hongos que con mayor probabilidad han estado

involucrados en el proceso de germinaciéon. No obstante, debido al pequefio tamafio que
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caracteriza a las orquideas durante estas fases de su ciclo de vida, en ocasiones resulta dificil
divisarlas, o incluso una vez colectada, conservarla y manipularla sin dafiar los hongos
endofiticos. Es por esto que en muchos casos se recurre a la toma de muestras de raices en
crecimiento activo de plantas adultas. En este punto, es importante tener en cuenta las
caracteristicas de la orquidea a muestrear, ya que cuando se trabaja con especies terrestres, es
mas factible que los pelotones se concentren en las raices laterales; mientras que en las epifitas,

es mas habitual su presencia

Tabla 1. Cuadro resumen sobre las recomendaciones importantes en un muestreo de hongos endofiticos de
las orquideas. Adaptado de Zettler & Corey (2018).

Recomendaciones para el muestreo de hongos endofiticos de orquideas

Si se requiere obtener hongos para la germinacion de semillas, priorizar material de protocormos
y plantulas pequefias.

En plantas longevas, terrestres, los pelotones son mas frecuentes en las raices de las ramas laterales
0 en las regiones del cuello. En el caso de las epifitas, los pelotones se encuentran a menudo en las
raices que entran en contacto fisico con el sustrato.

En orquideas longevas, es recomendable aislar las raices mas jovenes.
La estacionalidad importa, la formacion activa de pelotones esta estrechamente relacionada

con con mayor temperatura y la humedad.

Los pelotones que muestren el mas minimo grado de degradacion deben descartarse.

Un solo peloton puede estar compuesto por una mezcla de diferentes hongos.

en las raices que se encuentran en contacto con el sustrato (no en raices aéreas) (Suarez et al.,
2006). Las raices asi colectadas se deben disponer en viales (plasticos o de vidrio), transportarse
en condiciones de oscuridad y conservarse a 4°C. El periodo de conservacion no debe
prolongarse, ya que se cree que los pelotones pierden viabilidad con el trascurso del tiempo.

Es por esto que el fraccionamiento y esterilizacién superficial (con diversos compuestos), debe
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realizarse dentro de las 24 a 48 horas posteriores a la colecta, para asi dar inicio a los ensayos
de aislamiento (Zettler & Corey, 2018).

Las técnicas utilizadas para el aislamiento comienzan con la observacion microscépica del
material, en busca de aquellas regiones en las cuales se observa la formacion de pelotones en
el cortex de la raiz. Para esto, es necesario retirar previamente pelos radicales, epidermis,
velamen y todo tejido o material que pudiera estar por encima del cértex (Zettler & Corey,
2018; Gao et al., 2020). Los fragmentos asi obtenidos son empleados en el paso siguiente, que
consiste en la maceracion en una gota de agua destilada depositada sobre una placa de Petri.
De este modo, es posible obtener muestras de los pelotones presentes en el interior de las células
corticales, que seran colocados sobre una gota de agua y observados bajo microscopio para
poder separar pelotones individuales. Posteriormente, los pelotones son colocados en placas de
Petri conteniendo un medio de cultivo apropiado y un antibidtico para impedir la proliferacion
de diferentes microorganismos. EI medio de cultivo mas utilizado es el agar de papa y dextrosa
(PDA, por sus siglas en inglés), suplementado con cloranfenicol (Yuan et al., 2009) o
gentamicina (Pecoraro et al., 2018). No obstante, algunos autores realizan un tratamiento con
Penicilina y Streptomicina (Gao et al., 2020) o dicloruro de mercurio (Wang et al., 2013),
previo a la colocacion en el medio. Las placas son conservadas en oscuridad a 25 °C hasta que
las hifas emergen (Yuan et al., 2009; Wang et al., 2013; Gao et al., 2020), En ese momento, se
corta el tip de la hifa y se lo transfiere a una placa de Petri con PDA (oscuridad, 25 °C). Este
procedimiento se repite varias veces a fin de purificar el cultivo (Yuan et al., 2009; Wang et

al., 2013; Gao et al., 2020), conservandolo luego a 4 °C.

Una vez purificado el cultivo, se lo utiliza para inocular placas de Petri conteniendo
Agarharina de avena (OMA), las cuales se incuban durante 3 a 5 dias (Gao et al., 2020).
Transcurrido este tiempo, las semillas extraidas de los frutos colectados son esterilizadas y
colocadas en estas placas e incubadas a 25 °C durante un mes, analizando semana a semana la
ocurrencia de germinacion y desarrollo de protocormos. Como control, se preparan placas de
Petri con el medio de cultivo seleccionado, sobre el cual se depositan semillas esterilizadas (sin
inoculo) (Rafter et al., 2016; Gao et al., 2020). El estatus de germinacion se analiza con base
al criterio de Stewart & Zettler (2002) o Yamazaki & Miyoshi (2006), y el establecimiento de
la asociacion simbiotica por medio del analisis microscépico de los pelotones formados (0 no)
en el tejido de la semilla (Rafter et al., 2016; Gao et al., 2020).
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2.2. Determinacion molecular de hongos en protocormos y raices

La aplicacion de técnicas moleculares al estudio de hongos endéfitos que habitan en el tejido
de las raices de las orquideas, representd una mejora muy importante en esta area, dado que
permite identificar al hongo sin necesidad de realizar un cultivo previo. Sin embargo, debido a
que el objetivo principal en este tipo de investigaciones es identificar aquellos hongos capaces
de formar micorrizas, la identificacion a partir de cultivos puros o de pelotones individuales
extraidos del tejido de las raices, resulta ser mas apropiado (lllyés et al., 2010). En particular,
cuando una orquidea se encuentra en el estadio de protocormo, es el momento mas apropiado
para investigar los aspectos moleculares y celulares de la interaccion hongo-orquidea (Perotto
et al., 2014), debido a que el tamafio de las orquideas durante esta fase es muy pequefio, no

siempre es posible obtener muestras a campo, y es por esto que se recurre a diferentes técnicas.

Cuando se trabaja con orquideas terrestres, una alternativa a la que se suele recurrir, es la
técnica de “seed baiting” 0 trampa de semillas, mientras que en epifitas se utiliza una

modificacion de dicha técnica (Li et al., 2018).

De acuerdo con Li et al. (2018), la técnica de trampa de semillas consiste en una sucesion
de tareas que inician con la confeccién de bolsas de tela de nylon con un tamafio de poro que
posibilite el ingreso de hongos, pero que al mismo tiempo no permita el paso de las semillas
de las orquideas, evitando asi pérdidas de material. A continuacién, se coloca una cantidad
definida de semillas (habitualmente entre 500 y 1000) en el interior de las bolsas y se procede
al sellado. Las bolsas son transportadas al area seleccionada para llevar a cabo el estudio, donde
se disponen en el suelo, a unos 4-6 cm de profundidad (en orquideas terrestres), bajo una capa
de humus o0 musgo, o bien se las pega sobre la corteza de los arboles (epifitas) o sobre rocas
(litofilas), cubriéndolas con una delgada capa de musgos. Las bolsas deben posicionarse cerca
de ejemplares adultos de la orquidea que se pretende estudiar, pues se presume que esto asegura
en cierta medida la presencia en el area de hongos compatibles con la especie. Se georreferencia
la ubicacién donde las bolsas son depositadas y, transcurridos 12 a 36 meses, se procede a su
colecta. Las bolsas son transportadas en condiciones que aseguren la conservacion de la
humedad, y temperatura entre 0 y 4 °C. Una vez en el laboratorio, las bolsas seran lavadas
cuidadosamente con agua y se procedera a cortar cada una de ellas y a estimar las tasas de
germinacion y crecimiento bajo microscopio de diseccion (Stewart et al., 2003). Finalmente,

se seleccionaran los protocormos que se consideren adecuados para aislar el hongo.
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Si bien la técnica descrita en el parrafo anterior es habitualmente empleada para obtener
protocormos, diferentes autores reportan otros procedimientos. Huang et al. (2018), centrados
en el estudio de una de las orquideas epifitas mas importantes de China desde el punto de vista
de sus propiedades medicinales (p.ej. Dendrobium devonianum), realizaron un muestreo en el
cual detectaron un area donde observaron una mezcla de plantulas y protocormos, muy
proximos a lo que los autores consideraron la planta madre. Basados en el andlisis de los
caracteres morfoldgicos presentes en las plantulas, y en los datos obtenidos en el monitoreo
poblacional realizado en el &rea, los autores asumieron que los protocormos pertenecian
efectivamente a la especie de interés. Por otra parte, se colectaron frutos de una orquidea
terrestre de interés (Serapias vomeracea), para evaluar la existencia de compatibilidad con un
hongo del grupo de los basidiomicetes. Los frutos fueron acondicionados y almacenados hasta
la dehiscencia, momento en el cual separaron las semillas y las esterilizaron (hipoclorito de
sodio 1 % y Tween-20 por 20 minutos, seguido de agua destilada 5 minutos). Posteriormente,
las semillas fueron suspendidas en agua destilada y luego colocadas individualmente en papeles
de filtro posicionados sobre placas de Petri conteniendo un medio de cultivo solido (agar harina
de avena). Se inoculd con Tulasnella calospora (debido a que es un hongo comun en el area
donde crece Serapias vomeracea), incubando a 20 °C en condiciones de oscuridad. Luego de
20 a 30 dias, se colectaron los protocormos formados. Los autores realizaron un control
(germinacion asimbio6tica), colocando semillas esterilizadas sobre placas de Petri conteniendo

medio de cultivo BM modificado, incubando por 90 dias (Perotto et al. 2014).

Para el aislamiento del hongo, los protocormos son esterilizados superficialmente con agua
y una dilucion de hipoclorito de sodio (1 %), cortados a la mitad y colocados sobre una placa
de Petri conteniendo PDA (Huang et al., 2018) con estreptomicina y penicilina (Li et al., 2018).
Las placas se incuban en condiciones de oscuridad a 25 + 2 °C (Huang et al., 2018) 0 25 £ 0,5
°C (Li et al., 2018). A medida que las hifas emergen, son transferidas a nuevas placas de Petri
con PDA, repitiendo el procedimiento hasta lograr la purificacion del cultivo. Las cepas puras
asi aisladas, son luego cultivadas en medio liquido (Huang et al., 2018) y finalmente empleadas
para la identificacién molecular. De este modo, se extrae el ADN gendmico, empleando para
ello métodos como el basado en la utilizacion de Bromuro de cetiltrimetilamonio (Huang et al.,
2018) o kits comerciales como E.Z.N.A Fungal DNA (Li et al., 2018), entre otros. Mediante
PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction) se amplifica la region ITS del ADN ribosémico
utilizando ITS1 e ITS4 como cebadores (Huang et al., 2018; Li et al., 2018), purificando los

productos de la reaccion. Las secuencias asi obtenidas, son comparadas por medio de la
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herramienta BLAST, con aquellas depositadas en bases de datos genéticas como GenBank. De
este modo, se procede a la identificacion, ya sea a nivel de genero o especie, de acuerdo con el
porcentaje de similitud existente entre las secuencias. Es decir, cuando las secuencias
comparten mas del 95 %, la identificacion se realiza a nivel de género, mientras que cuando se
supera el 99 % de similitud, es posible llegar a nivel de especie (Huang et al., 2018; Li et al.,
2018).

2.3. Estudios fisiologicos sobre nutricion en asociacion con hongos endoéfitos

Cuando se analiza la bibliografia en busca de informacion acerca de cuales son los
beneficios que representa la asociacion entre orquideas y hongos endofitos para cada uno de
los miembros de la interaccion, se observa que el énfasis esta puesto en las orquideas. A pesar
de ello, se sabe que los resultados de la asociacion van en ambas direcciones, y es asi que
mientras la planta obtiene una fuente de carbono y nutrientes, el endofito adquiere azlcares
(Pant et al., 2017). EI primer trabajo publicado donde qued6 demostrada la transferencia de
carbono desde la orquidea al hongo, fue realizado por Cameron et al. (2006), quienes
analizaron la interaccion entre Goodyera repens y Ceratobasidium cornigerum. Los autores
tomaron muestras de la orquidea de un ambiente natural y las hicieron crecer en laboratorio
bajo condiciones controladas (15 °C, 85 % humedad relativa y fotoperiodo de 12 horas luz),
tomando muestras de sus raices para aislar al hongo endofito y confirmar su identidad por
medio de estudios moleculares. Los ensayos de nutricion se desarrollaron en microcosmos, y
para ello se extrajeron brotes del rizoma principal, los cuales fueron esterilizados
superficialmente (hipoclorito de calcio 5 % 1 minuto, seguido de agua destilada) y colocados
en placas de Petri (perforadas en uno de sus extremos para la correcta ubicacion del material)
conteniendo agar. Los brotes fueron dispuestos de modo que las raices ocuparan la mitad
superior de la placa, quedando el tallo y hojas por fuera. Los laterales de las placas fueron
sellados con parafilm y cada una de las placas fue llevada a una camara de crecimiento. Luego
de dos semanas, cuando el micelio se habia desarrollado, los autores seleccionaron placas de
las cuales extrajeron una porcion de agar de la zona de crecimiento activo de las hifas,
reemplazandola por una porcion de agar de idénticas dimensiones pero marcada con
[*3C®N]Glicina. Las placas restantes no se modificaron y actuaron como control. Luego,
formaron pares tratamiento-control, envolviendo cada placa con papel aluminio y colocando
cada par en una bolsa que solo cubra las placas, las cuales fueron llevadas a camaras de

crecimiento por 2 semanas. Finalizado el ensayo, las muestras de raices, tallos y micelio fueron
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secadas (80 °C por 48 hs) y pesadas, tomando pequefias alicuotas de material para
determinacion de *C y N. Este estudio fue repetido utilizando [**C]-Glicina, para poder
confirmar que el carbono adquirido en el ensayo anterior provino de la relacién hongo-
orquidea, y no de la fijacién de carbono atmosférico. Finalmente, los autores disefiaron un
ensayo para evaluar la transferencia de carbono desde la orquidea hacia al hongo. Para esto
utilizaron un disefio similar, pero la adicion del sustrato marcado no fue a través del medio de
cultivo, sino que se liberd *CO, en la camara de crecimiento (por evaporacion de acido lactico
marcado). Los resultados de este estudio mostraron que 2,6 % del carbono fijado fue transferido
al micelio extra-radical de Ceratobasidium cornigerum, dando sustento a la transferencia

bidireccional de nutrientes.

En los ecosistemas naturales, el nitrégeno suele ser uno de los factores limitantes para el
crecimiento de las plantas (Vitousek & Howarth, 1991). En 2017, Fochi et al. estudiaron la
asociacion establecida entre la orquidea Serapias vomeracea, en su estadio mico-heterétrofo
(protocormo), y el hongo Tulasnella calospora, a fin de establecer la dinamica del flujo de
nitrégeno y las bases fisioldgicas/moleculares subyacentes. Los estudios de expresion genética
revelaron que en esta interaccion, el nitrégeno es transferido por el hongo a la orquidea bajo su
forma organica, mientras que el hongo intracelular capta los iones amonio (NH4") de la interfaz
apoplastica. La importancia de este estudio reside en que revela por primera vez las bases
genéticas del flujo de nitrégeno hacia el hongo, proponiendo un modelo para el intercambio de
nutrientes entre ambos miembros (Dearnaley & Cameron, 2017).

En conjunto, la informacion provista por estos estudios permitié plantear modelos de
intercambio de nutrientes entre los miembros de la asociacion hongo-orquidea. En estadios no
fotosintéticos, las orquideas exportan iones amonio, que son captados por el hongo, al tiempo
gue obtienen nitrogeno, fosforo y carbono (ya sea por transferencia o mediante lisis de los
pelotones) (Cameron et al., 2006; Deamley & Cameron, 2017; Fochi et al., 2017). En el caso
de orquideas fotosintéticas, estas obtienen fosforo (por transferencia), nitrogeno y carbono (por
degradacion de los pelotones) del hongo, al tiempo que liberan azlcares que son absorbidos

por el miembro fungico (Cameron et al., 2006; Deamley & Cameron, 2017).

2.4.Uso de is6topos radioactivos en la cuantificacion de aportaciones nutricionales

de ambos mutualistas (H-O)

Los hongos que forman asociaciones con orquideas, tienen acceso a un stock de carbono y

nutrientes, que puede ser derivado del suelo o de las plantas (Stockel et al., 2014). Esto permite
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caracterizar a los hongos y a las orquideas que los utilizan como fuente de carbono y nutrientes,
con base a la abundancia de is6topos estables (Taylor et al., 2003; Stockel et al., 2014). Cuando
se compara especies totalmente mico-heterétrofas con aquellas autotrofas, se observa una
mayor abundancia de los is6topos *C y °N en el primer grupo, mientras que cuando se estudian
orquideas parcialmente mico-heterotrofas, los niveles son intermedios (Gebauer & Meyer,
2003). Tipicamente, las especies mixotrofas se asocian con hongos que forman ectomicorrizas
con otras plantas, mientras que las especies autotrofas se asocian con hongos que se comportan

como saprofitos en suelos 0 como endofitos de otras plantas (Jacquemyn et al., 2017).

Tradicionalmente, los estudios enfocados en el estudio de isGtopos estables para definir la
fuente de la cual la orquidea obtiene carbono y nutrientes, se han desarrollado empleando
medios de cultivo conteniendo carbono, nitrégeno y fésforo marcados, como asi también
atmdsferas con dioxido de carbono también marcado radiactivamente (Wang et al., 2013).
Dendrobium officinale, es una orquidea fotosintética de importancia en China por sus
propiedades medicinales, cuya dindmica de adquisicion de carbono fue evaluada, para esto, se
sembraron semillas esterilizadas (obtenidas de un ambiente natural) en botellas con medio de
cultivo Harvais y las incubaron bajo condiciones controladas (26 + 1 °C, fotoperiodo de 12 hs
luz). Luego de la germinacion, las plantulas fueron transferidas a nuevas botellas con medio de
cultivo Harvais e incubadas hasta completar 2 meses. En paralelo, se aislaron hongos endéfitos
(denominados S1 y S3) de las raices de ejemplares de D. officinale obtenidos en el ambiente.
Dieciséis de las plantulas obtenidas luego de dos meses de ensayo, fueron colocadas en botellas
de cultivo conteniendo medio MS suplementado con agar y glucosa. La mitad de estas botellas
fueron reservadas como control, y a la mitad restante, se les incorporé un inéculo de los
enddfitos aislados. Para analizar de donde incorporaba cada plantula el carbono, se disefiaron
microcosmos con dos tipos de marcas. El primero de ellos contenia carbonato de bario marcado
con *C, mientras que el segundo contenia [*3C]-Glucosa. Esto les permitio distinguir entre
aquellas plantulas que incorporaron carbono atmosférico, y aquellas que obtuvieron carbono
del sustrato. Para liberar dioxido de carbono, los autores inyectaron acido lactico y finalmente
sellaron cada microcosmos, manteniéndolo en camara de crecimiento por dos meses. Por medio
de este estudio, los autores identificaron dos hongos endéfitos con capacidad para formar
micorrizas con Dendrobium oficcinale y con diferentes efectos sobre la captacion de carbono
por parte de la orquidea. De este modo, si bien la inoculacion con ambos endofitos se vio
reflejada en una mayor captacion de carbono del sustrato (marca en glucosa) en comparacion

con las plantulas no inoculadas, el in6culo S3 produjo un aumento considerable en la captacion
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de carbono atmosférico (marca en carbonato de bario). La comparacion de las plantulas
inoculadas con las plantas control, mostré una mayor biomasa y produccién de polisacaridos
en las primeras, dando apoyo al efecto beneficioso de la asociacién hongo-orquidea (Wang et
al., 2013).

También se realizd un estudio cuyo principal objetivo fue comparar los patrones de
abundancia de is6topos estables en especies completamente mico-heterétrofas asociadas a un
hongo capaz de formar ectomicorrizas con otras plantas, especies parcialmente
micoheterotrofas asociadas a diferentes hongos ectomicorrizicos y especies autotrofas
asociadas a hongos tipo Rhizoctonia. Para esto, se emplearon un stock de semillas de orquideas
colectadas previamente en ambientes naturales, para asi aplicar la técnica de trampa de semillas
en cuatro areas diferentes de Italia, Espafia y Republica Checa. Luego de uno a cuatro afios, los
autores regresaron a las areas donde las trampas habian sido colocadas, retirandolas y tomando
muestras adicionales de hojas y tallos de ejemplares adultos, y hojas de otros grupos de plantas
(no orquideas). En el laboratorio, las trampas fueron abiertas, evaluando a continuacion los
porcentajes de germinacién mediante el empleo del estereoscopio. Un protocormo por cada
trampa fue destinado a extraccion de ADN, mientras que el resto del material fue utilizado para
determinar las abundancias de carbono y nitrogeno. Para ello, los protocormos fueron secados
a 105 °C hasta peso constante, registrando los datos de peso seco (biomasa) por medio de una
micro-balanza. Las hojas y tallos de los ejemplares adultos y hojas de otras plantas, fueron
sometidos al mismo tratamiento (105 °C, peso constante). EI material seco fue molido y
conservado en ambiente seco, tomando muestras de 2,5 a 3,5 gramos para determinar las
abundancias de C y N, mediante analizador acoplado a un espectrémetro de masas (Wang et
al., 2013).

Los estudios sobre aportaciones nutricionales en la asociacion hongo-orquidea se han
basado principalmente en el analisis de is6topos estables de carbono y nitrogeno. Mas
recientemente, la cuantificacion de is6topos de hidrogeno como una alternativa para identificar
la ganancia de carbono a partir de los hongos tipo Rhizotocnia, ha sido incorporada en
diferentes investigaciones en las cuales la informacion disponible acerca de la abundancia
isotopica del carbono es escasa (Gebauer et al., 2016). De acuerdo a esta metodologia, las
especies completamente mico-heter6trofas presentan los valores de abundancia de ?H maés
altos, mientras que las autétrofas exhiben los mas bajos. En este contexto, Gebauer et al. (2020)

analizaron la abundancia isotopica de 3C, N, 2H y 80 en ocho especies de orquideas
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pertenecientes a dos grupos funcionales diferentes (con y sin pigmentos fotosintéticos). La
incorporacion de la determinacion de ?H permitio distinguir entre carbono proveniente de
hongos y aquel obtenido por fotosintesis, en casos en los cuales la estimacion de 2*C y ®N no

proveyo informacion suficiente para concluir al respecto.
2.5. Estudios en orquideas mico-heterotrofas

La transicion entre especies fotoautotrofas y mico-heterdtrofas estd acompafiada de
importantes cambios en la morfologia de las orquideas, entre ellos una considerable reduccion
en el tamafio de las hojas (Merckx et al., 2013). Las especies mico-heterotrofas, exhiben
diferentes grados de dependencia para la obtencion de carbono por medio de la asociacion con
hongos micorrizicos. De este modo, las especies parcial y totalmente mico-heterétrofas se
asocian con ascomicetes y basidiomicetes, asegurando el acceso a fuentes de carbono
permanentes (Pecoraro et al., 2020). En areas tropicales, las especies mico-heterétrofas si bien
exhiben una preferencia por asociarse con hongos saproéfitos, existen casos en los cuales este
tipo de orquideas interactian con hongos formadores de ectomicorrizas (Pecoraro et al., 2020).
Roy et al. (2009), estudiaron la diversidad de hongos con los cuales se asocian dos orquideas
mico-heterétrofas que habitan en bosques tropicales de Tailandia. Como resultado del
aislamiento e identificacion molecular de los endofitos presentes en raices colectadas a campo,
los autores encontraron que un 83 % eran hongos formadores de ectomicorrizas, 10 % hongos
saprofitos, 4 % hongos tipo Rhizotocnia, y el 3 % restante eran endéfitos de otros grupos. Este
fue uno de los primeros estudios en demostrar que las orquideas mico-heterétrofas tropicales
se asocian con hongos formadores de ectomicorrizas, obteniendo carbono de otra planta a

través del micelio.

Los andlisis de isotopos estables son una buena herramienta a la hora de establecer el grado
de mico-heterotrofia en orquideas (Suetsugu et al., 2019). Con la idea de establecer el grado de
mico-heterotrofia en una comunidad costera de orquideas en Bélgica, Jacquemyn et al. (2017)
obtuvieron muestras de raices de siete especies diferentes, de las cuales aislaron los endéfitos
para identificarlos mediante métodos moleculares. Adicionalmente, los autores colectaron
hojas de estas especies y de otras familias de plantas, las cuales fueron molidas y colocadas en
tubos Eppendorf para cuantificar el contenido de nitrégeno y los cocientes C/*2C y 1°N/*N.
Este estudio demostrd que las especies que habitan en un mismo ambiente, difieren en los
hongos con los cuales se asocian, y que no existe una delimitacion clara que hace que ciertas

especies interactlen solo con hongos formadores de ectomicorrizas, mientras otras solo se
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asocien a hongos tipo Rhizotocnia. Por el contrario, los autores sefialan la presencia de un
continuo, y que ciertas orquideas asociadas a hongos Rhizotocnia, también se encuentran
colonizadas por hongos formadores de ectomicorrizas (si bien desconocen si efectivamente

intervienen en la nutricion de la orquidea).
2.5.1. Orquideas mico-heterdtrofas que explotan a hongos saprofitos

La familia Orchidaceae agrupa a casi la mitad de las especies vegetales completamente
mico-heterdtrofas actualmente identificadas (Merckx, 2013). Gastrodia elata es una orquidea
abundante en el continente asiatico que completamente mico-heterétrofa (i.e. carece de
pigmentos fotosintéticos), tal como sucede con otras especies, G. elata se asocia a diferentes
tipos de hongos a lo largo de su ciclo de vida, particularmente a Mycena osmundicola durante
la germinacion y a Armillaria mellea en su etapa adulta (Xu & Guo, 2000). Park & Lee (2013)
estudiaron la relacion que se establece entre G. elata y diferentes especies de hongos del género
Mycena. Mediante estudios de germinacion simbidtica, aislamiento e identificacion molecular
de endofitos, los autores detectaron una gran especificidad en la especie de hongo con el que
la orquidea se asocia para la germinacion. Esta especificidad también se observa en estadios
posteriores del desarrollo, encontrando que la orquidea obtiene carbono para su crecimiento

por medio de la asociacidn con especies fungicas saprofitas.

En 2019, se realiz6 un estudio comparativo entre los hongos que forman micorrizas con las
variantes verdes y albinas de Goodyera velatina, una orquidea frecuentemente asociada a
hongos saprofitos. El estudio de ambas variantes, pertencientes a una misma especie, ofrecen
un gran modelo para evaluar diferencias fisiologicas, dado que el antecedente genético es el
mismo (Suetsugu et al., 2019). Se realizaron andlisis de is6topos estables para determinar las
aportaciones nutricionales y asi definir el grado de mico-heterotrofia de cada variante, y
ensayos moleculares para la identificacion de los hongos micorrizicos. En lo que respecta al
tipo de micobionte, se pudo observar que ambas variantes se asocian con especies saprotrofas
(Ceratobasidium spp., Tulasnella spp.) y formadoras de ectomicorrizas (Russula spp.).
Mediante los estudios de isétopos, detectaron que las variantes albinas presentan un elevado
contenido de 3C pero no de °N, lo que indica que se trata de especies completamente
micoheterotrofas, que explotan hongos saprofitos para la obtencién de carbono para su
crecimiento. Por su parte, las variantes verdes exhibieron bajos contenidos de *C y niveles de

15N muy similares a los detectados en otras plantas autétrofas. Esto indicaria que estas variantes
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serian fotoautotrofas pero que también obtienen una fuente extra de carbono por medio de la

asociacion con ciertos hongos formadores de ectomicorrizas.

2.5.2. Orquideas mico-heterotrofas que explotan a hongos micorrizicos de otras

plantas

Las especies parcialmente mico-heterétrofas suelen asociarse a hongos formadores de
ectomicorrizas, exhibiendo diferentes grados de dependencia para la obtencion de carbono y
nitrogeno, que pueden ser determinadas mediante andlisis de is6topos estables (Gebauer &
Meyer, 2003). Se considera que las orquideas que se asocian con hongos formadores de
ectomicorrizas, presentan mayor abundancia relativa de *°N, cuando se la compara con aquellas
de especies cuya fuente de carbono son hongos saprafitos (Ogura-Tsujita et al., 2012). En 2013,
se analiz6 la dinamica que se establecia en la relacion tripartita entre Cephalanthera falcata
(orquidea), hongos del clado Thelephoraceae y el arbol Quercus serrata (roble de hoja caduca).
Para esto, los autores colectaron muestras de raices de la orquidea, de donde aislaron e
identificaron dos hongos endofiticos. Adicionalmente, obtuvieron semillas de la especie de
roble que crecia en el area junto a la orquidea, y las emplearon para realizar ensayos de
germinacion y crecimiento, de un afio de duracion. De este modo, obtuvieron 45 plantas cuyas
raices fueron inoculadas o no (control) con los dos hongos identificados procedentes de las
orquideas. Estas plantas fueron trasladadas y mantenidas en camaras de crecimiento por tres
meses, analizando la formacion de ectomicorrizas mediante microscopia. Finalmente,
realizaron ensayos de germinacién y crecimiento en microcosmos con semillas de
Cephalanthera falcata, obteniendo plantulas, cada una de las cuales fue transferida a macetas
junto a las plantas de roble del ensayo anterior. Se determinaron las tasas de supervivencia y
los pesos frescos de las plantulas de C. falcata. En las macetas control, donde se encontraban
las plantas con raices sin inocular, las tasas de supervivencia se volvieron nulas en el mes 30,
mientras que en presencia de los inoculos, los valores fueron de 73,3 % y 86,7 %. De manera
similar, la biomasa fue de cero al final del ensayo en las macetas control, en tanto que en las
macetas con indculo, se registré un incremento progresivo de la biomasa en el transcurso del
ensayo. Mediante este estudio, los autores pudieron demostrar la interaccién entre Quercus
serrata y dos hongos del clado Thelephoraceae, y entre estos Ultimos y la orquidea. La
promocion del crecimiento y las tasas de supervivencia de C. falcata observadas en las macetas

en las cuales el roble habia sido inoculado con el hongo, sefialan el establecimiento de la
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asociacion tripartita y los beneficios que ello implica para la orquidea (Yagame & Yamato,
2013)

La reduccién en el tamafio de las hojas que se ha dado evolutivamente en las orquideas
cuando se analiza a las especies en relacion a su modo de nutricion (autétrofas, parcialmente
mico-heterétrofas, totalmente mico-heterétrofas), parece haber sido un proceso gradual
(Sakamoto et al., 2016). Con el objeto de indagar sobre los efectos generados por dicha
reduccion en el mecanismo mico-heterotrofico, se estudiaron cinco especies (parcial y
totalmente mico-heterétrofas) pertenecientes al género Cephalanthera que habitan en Japon.
Por medio del analisis de isdtopos estables, los autores detectaron que en los ejemplares albinos
y en C subaphylla (especie con hojas muy reducidas) se daba un enriquecimiento en 3C,
superior al de las otras especies (C. falcata, C. erecta, C. longibracteata). Un aspecto
interesante es que se detectaron diferencias entre sitios y afio de muestreo para una misma
especie, lo que refleja la importancia del efecto de los factores ambientales en la dindmica de
obtencion de carbono y nitrégeno. Combinando esta informacion con estudios previos en los
cuales se identificaron los hongos frecuentemente asociados al género Cephalanthera, los
autores identificaron a C. subaphylla como una especie con una fuerte capacidad
micoheterotrofica. Los resultados sugieren que en la transicion de la mico-heterotrofia parcial
a la total, las especies fortalecen su capacidad para obtener carbono en la asociacion con hongos
antes de perder completamente sus hojas, lo que garantiza la supervivencia de estas especies
(Sakamoto et al. 2016).

Teniendo en cuenta que las especies parcialmente mico-heterétrofas se encuentran
filogenéticamente cerca de aquellas especies completamente mico-heteroétrofas, Suetsugu et al.
(2020), analizaron el grado de dependencia de una orquidea del género Oreorchis (cercano al
género Corallorhiza, completamente mico-heterotréfico) en relacion a los hongos micorrizicos
con los cuales se asocia para la obtencidn de carbono. La especie seleccionada para su estudio
fue Oreorchis indica, orquidea en ocasiones vinculada a un tipo de nutricién totalmente
micoheterotrofa, debido a su caracteristico rizoma coralino (tipico de este tipo de nutricion)
(Imhof et al., 2013). Se colectaron muestras de hojas, raices y rizomas, que fueron utilizadas
para andlisis de isotopos, aislamiento e identificacion de endofitos, respectivamente. Un
aspecto importante sobre la colecta, es que para la toma de muestras de hojas de otras plantas
autotrofas, los autores definieron cuadrantes en los que debian estar presentes tanto la orquidea

como las otras plantas. El objetivo de esto fue minimizar la influencia de factores ambientales
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(Gebauer & Schulze, 1991). Los resultados obtenidos indican que O. indica se asocia
exclusivamente con hongos formadores de ectomicorrizas (Tomentella spp.), y que como
resultado de esta interaccion, obtiene el 44 % (+6,2 %) del carbono y 82,5 % (12,6 %) del
nitrégeno necesario para su crecimiento. Estos valores, sumados a los datos de enriquecimiento
de is6topos, sefialan un modo de nutricidn parcialmente mico-heterétrofo. Desde un punto de
vista evolutivo, estos resultados apoyan la idea de que dentro del clado Oreorchis-
Corallorhiza, la mico-heterotrofia completa surgié de la mico-heterotrofia parcial y no como

un cambio directo a partir de la autotrofia.
3. Sucesidn fungica en la interaccion hongo-orquidea

El reclutamiento a partir de semillas es uno de los principales determinantes de la
distribucion de una planta (Clark et al., 2007). Aquellas especies que producen semillas de
pequefio tamafio, son capaces de colonizar sitios vacantes muy distantes de su sitio de
produccién, pero su establecimiento y crecimiento parece verse mas afectado por las
condiciones que caracterizan al habitat dado que parte de una reserva inicial menos o nula de
nutrientes. En el caso particular de las orquideas, la ausencia total de endospermo aunque
permite la dispersion a grandes distantes por lo liviano de sus semillas (Arditti, 2009), también
determina que uno de los principales limitantes sea la ausencia en el habitat de los hongos
micorrizicos adecuados capaces de suplir los nutrientes que la semilla no posee para iniciar su
germinacion (Arditti, 2009; McCormick & Jacquemyn, 2014). Como ha quedado expuesto en
los apartados previos, debido a esto los hongos micorrizicos son un elemento clave en la
germinacion y crecimiento de orquideas. Durante la germinacién y en la fase de protocormo,
la dependencia de las orquideas respecto a esta asociacion es estricta, mientras que en etapas
posteriores el grado de dependencia varia de acuerdo al tipo de nutricion que caracteriza a la
especie (autotrofa, mixotrofa o completamente mico-heterétrofa). Es este grado de
dependencia junto al nivel de especializacion de las orquideas, lo que hace que la distribucion
de estas plantas se encuentre estrechamente relacionada con la distribucion de los hongos
micorrizicos asociados. De este modo, la geminacion y desarrollo de protocormos de una
especie de orquidea, refleja la distribucion y abundancia del hongo con el cual la especie
interactda en un ambiente dado, y muestra que los sitios con alta abundancia de hongos
micorrizicos, son cruciales en la dinamica de poblaciones de estas especies (McCormick et al.,
2016; Djordjevi¢ & Tsiftsis, 2020). Autores como McCormick et al. (2016) sugieren que la

distribucion y abundancia de sitios con alta densidad de hongos micorrizicos (“hot spots™),

27



estarian relacionadas con variaciones espaciales a pequefia escala en las condiciones edéficas,
0 con procesos de dispersion estocastica. Por el contrario, otros autores apoyan que la
distribucion de hongos micorrizicos es independiente de la presencia o ausencia de las
orquideas con las cuales este tipo de hongos suele asociarse (Waterman & Bidartondo, 2008;
Djordjevi¢ & Tsiftsis, 2020).

En ecologia, el concepto de sucesion ecoldgica hace referencia al proceso mediante el cual
un ecosistema experimenta cambios en la composicion de especies a lo largo del tiempo, hasta
llegar a un estado caracterizado por un equilibrio dinamico (Odum, 1963). En una sucesion
natural, estos cambios son consecuencia de una serie de modificaciones graduales que se dan
en el ambiente fisico por la actividad biologica (p.ej. cambios en la cantidad de materia
organica, pH y contenido de nutrientes de un suelo) (Vargas Abarzia & Zufiiga Molinier, 2010;
De la Orden, 2020). En el caso de las orquideas, los cambios en el ambiente fisico pueden tener
un efecto directo sobre la composicion de especies de estas comunidades, como asi también
sobre la composicidn de especies de la comunidad fungica con la cual las orquideas interactGan.
La asociacion de una especie de orquidea con diferentes linajes de hongos micorrizicos, le
otorgan una ventaja adaptativa frente a las alteraciones que pueden ocurrir en el ambiente
(McCormick et al., 2006). Las variaciones que se observan entre las asociaciones que establece
una misma especie en las diferentes etapas de su ciclo de vida, podrian ser atribuidas a cambios
estacionales o ambientales en la comunidad de hongos micorrizicos dentro de las raices y en el
suelo circundante (Oja et al., 2015). Bajo la hipdtesis de que las comunidades de hongos
micorrizicos se modifican a lo largo del periodo vegetativo de acuerdo a la fase del ciclo de
vida de la orquidea, y que los patrones temporales varian entre comunidades en diferentes
habitats, se estudiaron tres taxa de la familia Orchidaceae que crecian en habitats distintos
(bosques y praderas). Los autores encontraron que los hongos del grupo Serendipitaceae
estaban igualmente representados en raices de orquideas de ambos tipos de habitat, mientras
que los miembros del grupo Sebacinaceae (formadores de ectomicorrizas), eran mas frecuentes
en orquideas creciendo en ambientes boscosos. Asimismo, detectaron asociacion con taxa
potencialmente no micorrizicos y con taxa formadores de ectomicorrizas poco habituales. Gran
parte de los hongos aislados de las raices también fueron detectados en muestras de suelo,
indicando que ese es su sitio de origen y que la asociacion con orquideas les proveeria
proteccion. Cuando los autores investigaron el recambio temporal de hongos micorrizicos en
raices y suelo, observaron que las raices de las orquideas objeto de estudio, estuvieron

colonizadas de manera permanente, y que se producia un pequefio pero significativo recambio
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a lo largo del periodo analizado (méas pronunciado en las especies con mayor esfuerzo de
muestreo). En el caso de la comunidad fungica asociada al suelo, se detectd también un ligero
pero significativo recambio temporal, siendo la riqueza méxima al comienzo de la temporada
de crecimiento. Esto se relacionaria con la elevada disponibilidad de carbono (consecuencia de
la degradacion de la materia producida en la temporada previa) y/o al reclutamiento de esporas
(Ojaetal. 2014).

El elevado grado de especificidad que ha sido observado en la asociacién hongo-orquidea,
junto al grado de dependencia de esta ultima respecto a la asociacidn, imponen un mayor riesgo
de extincion para los miembros de la familia Orchidaceae (Swarts & Dixon, 2009; Djordjevié
& Tsiftsis, 2020). En este sentido, el género Paphiopedilum es uno de los tantos incluidos en
los listados de CITES. Dentro de este género, P. spicerianum es una especie severamente
afectada por la colecta ilegal y la fragmentacidn de su hébitat, y de la que sélo se ha identificado
un relicto de 38 individuos localizado al suroeste de China (Ye, 2006). Con el objetivo de
identificar los hongos micorrizicos con los cuales esta especie se asocia, y analizar la dinamica
espacio-temporal de dicha comunidad fungica en respuesta a las perturbaciones en el habitat,
Han et al. (2016) estudiaron ejemplares de dicha poblacion relictual. El area en la cual se
desarrolla esta orquidea se caracteriza por una marcada estacionalidad, con un periodo himedo
entre mayo Yy octubre, seguido de una estacion seca de noviembre a abril (Han et al., 2016).
Debido al progresivo cambio en los usos del suelo para el cultivo de café, la superficie de
bosques pristinos en la region es cada vez menor. En su investigacion, los autores trasplantaron
18 ejemplares de la poblacion original a un nuevo sitio con condiciones climaticas similares al
ambiente natural. Adicionalmente, tomaron muestras de raices y suelo para aislar e identificar
a las comunidades fungicas asociadas. Los autores encontraron que P. spicerianum es capaz de
asociarse con un amplio rango de hongos micorrizicos, y que en su fase adulta, presenta buena
tolerancia a la sequia y a los cambios que se dan en el ambiente. Se observé una fluctuacion
temporal en las especies fungicas dominantes, que podria ser atribuida a cambios en la demanda
de nutrientes y en la fenologia de P. spicerianum. Entre los factores abidticos que tuvieron un
mayor impacto sobre la estructura de la comunidad fungica, el contenido de nitr6geno

hidrolizable, fésforo y agua, resultaron ser los mas importantes.

Debido al rol crucial que tienen los hongos micorrizicos en el ciclo de vida de las orquideas,
es de esperar que los cambios en la composicion, la riqueza y la abundancia de sus

comunidades, tengan un fuerte impacto en el desempefio, distribucion y composicién de las
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comunidades de orquideas (Jacquemyn et al., 2016; McCormick et al., 2018). Con el objetivo
de analizar los factores que determinan la composicién de las comunidades fungicas asociadas
a 14 especies del género Dactylorrhiza, Jacquemyn et al. (2016) llevaron a cabo muestreos en
diferentes ambientes (praderas y bosques mediterraneos, ambientes costeros y alpinos
boreales). Las especies pertenecientes a este género, se caracterizan por ocupar habitats con
condiciones edaficas contrastantes y poseer baja especificidad por los hongos con los cuales se
asocian (Jacquemyn et al., 2016). Los resultados obtenidos por los autores indican que las
condiciones ambientales que caracterizan a cada sitio, asi como las fluctuaciones en estas
condiciones, son determinantes en la estructura de la comunidad flngica asociada a las

diferentes especies de orquideas evaluadas.

Si bien la distribucion de orquideas se ve influida principalmente por la presencia y
abundancia en un sitio de hongos micorrizicos compatibles con la especie, la comunidad
fangica en conjunto es un aspecto determinante, debido a las interacciones que se establecen
entre hongos de diferentes géneros o especies, entre hongos y orquideas y entre estos y distintos
grupos de plantas (Pecoraro et al., 2018). Estas interacciones definen la estructura de las
comunidades vegetales y en consecuencia, el establecimiento y crecimiento de orquideas
(Kosaka et al., 2014; Pecoraro et al., 2018). Con el objetivo de poner a prueba la hipotesis de
que las variaciones en la comunidad fungica que se desarrolla sobre el suelo es un buen
predictor del ensamble de orquideas, caracterizaron las comunidades flngicas asociadas a ocho
especies de orquideas creciendo en areas protegidas de Italia (praderas y bosques). Los autores
encontraron que las especies de orquideas evaluadas, se asociaban con una comunidad fangica
macroscopica compuesta por 268 especies, y que existe una correlacion entre la diversidad de
hongos macroscépicos y las variaciones en la comunidad de orquideas. Es asi que el analisis
de componentes principales (PCA por sus siglas en inglés), mostré que este grupo de hongos
explica 7 % de la variacion detectada en la composicion de la comunidad de orquideas. Los
autores proponen que la composicion de la comunidad fangica total podria afectar la

distribucion de orquideas de la siguiente manera (Pecoraro et al. 2018):

1. Elconjunto de especies fungicas en el suelo constituye una fuente que provee los hongos
compatibles con los que las diferentes especies de orquideas formaran asociaciones en
las distintas etapas de sus ciclos de vida.

2. Las interacciones que se establecen entre diferentes especies de hongos pueden ser

positivas 0 negativas. El signo de dichas interacciones define la coexistencia o exclusion,

30



determinando la composicion de la comunidad fdngica, y en consecuencia, de las
especies de orquideas que podran establecerse en un sitio y crecer.

3. Los hongos presentes en el suelo que no se asocian directamente con las orquideas,
podrian estimular de manera indirecta la germinacion de sus semillas por medio de la
producciéon de etileno. De manera similar, dado que los hongos modifican las
condiciones edaficas, favoreciendo la disponibilidad de nutrientes, podrian tener un

efecto beneficioso sobre el crecimiento de este y otros grupos de plantas.

Hasta el momento, los diferentes estudios analizados han demostrado que las orquideas son
capaces de cambiar el hongo micorrizico con el cual se asocian, en respuesta a alteraciones
ambientales como la sequia por ejemplo (McCormick et al., 2006). Estos estudios analizan de
manera independiente la influencia del factor de estrés sobre la comunidad de hongos
micorrizicos o sobre la de orquideas, sin tener en cuenta que se trata de una relacion tripartita
(Kaur et al., 2021). Esto hace que no sea posible establecer si el cambio se produce como una
respuesta de la orquidea al estrés ambiental, o si es consecuencia de la modificacién en la
abundancia de los hongos micorrizicos presentes en el suelo debido al factor de estrés.
Teniendo esto en cuenta, y con el objetivo de reducir los vacios en el conocimiento sobre la
dinamica de las poblaciones de orquideas, Kaur et al. (2021) estudiaron la comunidad fungica
asociada a poblaciones de diferente tamafio de la orquidea terrestre Platanthera cooperi
(considerada una especie rara). La hipotesis planteada por estos autores, es que las poblaciones
de diferentes tamafios alojan en sus raices comunidades fungicas diferentes, y que estas
diferencias estan condicionadas por la estructura de dicha comunidad en el suelo y por las
condiciones microambientales. P. cooperi es una orquidea terrestre, perenne, nativa de Estados
Unidos y México, que tipicamente habita bosques, praderas y chaparrales (Ackerman & Lauri,
2018). Los autores demostraron que el tamafio poblacional de esta especie, esta relacionado
con la composicion de la comunidad fungica presente en sus raices y en el suelo, y que al
mismo tiempo, la estructura de la comunidad fungica es determinada por la quimica del suelo.
En particular, se sabe que el tipo de sustrato y las condiciones microambientales que
caracterizan a un sitio, ejercen una gran influencia sobre la seleccion del hongo micorrizico
con el cual se asociara una orquidea (McCormick et al., 2006). En este estudio, el contenido de
zinc (Zn), fésforo (P), materia organica (MO) y la granulometria del suelo (porcentaje de limo)
fueron las variables que explicaron las diferencias detectadas entre las comunidades de hongos

micorrizicos asociadas a poblaciones de distinto tamafio de P. cooperi. De este modo, los
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autores demostraron que la demografia de P. cooperi estéa definida por una combinacion de las

preferencias bioticas y abioticas de su nicho.

Gran parte de los estudios citados en parrafos anteriores de este apartado, han analizado las
variaciones espacio-temporales de las comunidades de hongos micorrizicos asociados a
diferentes especies de orquideas. No obstante, ninguno de los trabajos consultados y citados ha
establecido claramente las variaciones que tienen lugar a lo largo del ciclo de vida de una
orquidea. Herrera-Rus et al. (2020) llevaron a cabo un estudio en un &rea protegida ubicada al
sur de la Peninsula Ibérica, caracterizada por una vegetacion herbacea, con remanentes de lo
que en su momento fue un bosque de robles. En esta zona, una de las orquideas mejor
representadas es Anacamptis morio subespecie champagneuxii, una especie cuyo ciclo de vida
se encuentra fuertemente influenciado por factores climéaticos como la temperatura y las
precipitaciones (Herrera-Rus et al., 2020). Los autores analizaron la comunidad fungica
asociada a una densa poblacion de A. morio champagneuxii en tres fases de su ciclo de vida
(S1:crecimiento vegetativo, S2: floracion y S3: formacion de frutos). Se identificaron 18
unidades taxondmicas (OTU, por sus siglas en inglés) de hongos asociadas a la orquidea
durante las fases estudiadas, las que incluyeron tanto especies ectomicorrizicas como hongos
endofitos asociados a raices (RAF, del inglés root associated endophytes). En el caso de los
hongos micorrizicos, la familia Ceratobasidaceae fue la mejor representada, estando presente
en todas las fases del ciclo, mientras que Tullasnella sp. sélo fue aislada en S2. En el caso de
los hongos RAF, la diversidad observada fue mucho mayor, detectando entre otros géneros a
Fusarium, Aspergillus y Penicillium. En el caso de Fusarium, si bien es reconocido por ser un
importante patégeno en cultivos, en orquideas se ha visto que es capaz de promover el
crecimiento de las plantulas e inhibir el desarrollo de Escherichia coli (Ovando et al., 2005;
Vaz et al., 2009). Aspergillus y Penicillium por su parte, podrian facilitar el crecimiento de las
orquideas mediante la produccion de metabolitos secundarios. Este estudio mostrd que la
dinamica de la composicion de la comunidad fungica asociada a. morio champagneuxii en las
diferentes etapas de su ciclo de vida, depende de los requerimientos nutricionales de la especie

y de las condiciones climaticas que afectan principalmente la humedad del suelo.

En conjunto, los articulos analizados sugieren que, en la asociacion hongo
micorrizicoorquidea se producen modificaciones temporales causadas por alteraciones en el
ambiente fisico. Esto hace que se modifique la composicion de las comunidades fangicas y los

requerimientos de la orquidea para enfrentar la situacién de estrés y en consecuencia, se
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produzca un reemplazo de las especies fangicas asociadas a las orquideas. No obstante, se
requiere de un mayor numero de estudios que analicen los tres componentes en simultaneo
(orquidea-hongo-factor de estrés) para poder establecer de manera inequivoca la causa del
reemplazo de especies. La drasticidad con la que podria ocurrir este recambio taxonomico de
hongos endofiticos a lo largo del ciclo de una orquidea podria tener implicaciones para la
germinacion, ya si el hongo mas compatible con la germinacién de las semillas es
completamente suplantado por otros que no sean compatibles con esa primera etapa del ciclo
de vida de la planta. En tal caso, la ocurrencia del efecto nodriza en esas poblaciones de

orquideas quedaria en entredicho.
4. Evidencias del papel de los hongos en el efecto nodriza en Orchidaceae

En el apartado 1.2 se definié al efecto nodriza como un proceso en el que la planta
facilitadora genera un micro-ambiente con condiciones favorables para la germinacién de
semillas y/o reclutamiento de plantulas de una especie, favoreciendo de este modo su
establecimiento, desarrollo y crecimiento (Nufiez et al., 1999; Ren et al., 2008). Los estudios
sobre efecto nodriza en orquideas han demostrado que en determinados ambientes, se observa
una correlacion entre la abundancia de miembros de la familia Orchidaceae y la
correspondiente a otros grupos de plantas. Esto estaria relacionado no sélo con las condiciones
micro-ambientales generadas por la planta facilitadora (mayor humedad en suelo, menor
irradiancia, protecciéon contra viento y herbivoria, entre otros), sino principalmente por el
incremento en la abundancia y diversidad de hongos micorrizicos capaces de crecer en dichas
condiciones (Atala et al., 2020). Se ha establecido que bajo condiciones naturales, las semillas
de las orquideas requieren de una estricta asociacion con hongos micorrizicos, lo que les
permite acceder a una fuente de carbono y, en consecuencia, germinar. Esta asociaciéon se
mantiene durante la fase de protocormo, dado que la incapacidad para realizar fotosintesis
durante esta etapa, les impide a las orquideas auto-solventar la demanda de carbono
(FavreGodal et al., 2020). Si bien podria pensarse que los hongos micorrizicos facilitan sélo la
germinacion, crecimiento y desarrollo de las orquideas, su rol va mas alla de la provisién de
carbono y nutrientes. Se conoce que los hongos micorrizicos también ayudan a las orquideas a
enfrentar situaciones de estrés bidtico y abiético por medio de la produccion de metabolitos
secundarios (Pant et al., 2017). El rol crucial que desempefian los hongos micorrizicos en la

germinacion y establecimiento de orquideas ha sido analizado en numerosos estudios.
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Perotto et al. (2014) analizaron la germinacién simbiotica y asimbidtica de la orquidea
terrestre mediterranea Serapias vomeracea. Los autores encontraron que en la germinacion
asimbidtica, las semillas requerian un medio nutritivo diferente al empleado en la germinacion
simbidtica (con Tulasnella calospora), mucho mas rico en nutrientes. Sin embargo, a pesar de
ello, los protocormos asi obtenidos mostraban tasas de crecimiento inferiores y un marcado
retraso en el desarrollo. Por otra parte, Herrera et al. (2017) en orquideas del sur de Chile, Gao
et al (2020) en Gymnadenia conopsea y Huang et al. (2018) en Dendrobium devonianum, entre
otros, mostraron que la asociacion con el hongo micorrizico apropiado, incrementa
considerablemente las tasas de germinacion in vitro y formacion de protocormos de estas

orquideas.

Si bien parece haber consenso acerca de la esencialidad de la asociacion micorrizica, al menos
para la germinacion y durante el estadio de protocormo, ciertos resultados experimentales
sugieren que esto no seria asi para la totalidad de las especies. Es asi que Rafter et al. (2018),
al evaluar la germinacion simbiotica y asimbiotica de la orquidea terrestre Cynorkis purpurea,
observaron que esta especie parece no depender de la asociacion micorrizica para la
germinacién in vitro en medios de cultivo habituales (agar harina de avena con y sin sacarosa).
Mientras que las tasas de germinacion simbidtica alcanzaron valores maximos de 74,0 % en la
semana 12, los controles de agar harina de avena con y sin sacarosa, exhibieron valores de 96,0
% y 76,0 %, respectivamente. Sin embargo, cuando se analiz6 el porcentaje de plantulas que
finalmente alcanzaron la fase 5 (desarrollo completo) en la semana 12, en la germinacion
simbidtica se detectaron valores de 69,0 %, mientras que en el caso de la germinacion sin
indculo, los valores fueron de 0,0 % (medio sin sacarosa) y 39,0 % (con sacarosa). Estos
resultados reflejan la importancia de la asociacion con hongos micorrizicos durante el estadio
de protocormo y en estadios posteriores del desarrollo. Considerando que estos resultados
fueron obtenidos bajo condiciones controladas, en las cuales por ejemplo, los medios de cultivo
asimbioticos suministran de una fuente de carbono, disponible para su utilizacion por las
orquideas, parece evidente que en condiciones naturales, la asociacion con hongos micorrizicos
se vuelve un factor determinante. Mediante esta interaccion, las orquideas tienen acceso a una
fuente de carbono y nutrientes, que pueden ser facilmente asimilados y empleados para la
germinacion y crecimiento. En concordancia con esto, los esfuerzos para reintroducir especies
en peligro de extincion basados en la germinacion asimbidtica in vitro, han tenido resultados
poco alentadores cuando se los compara con aquellos que emplean germinacion simbidtica. Es

asi que, los estudios llevados a cabo por Aggarwal et al. (2012) para reintroducir a Vanda
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coerulea en su ambiente natural, mostraron que mediante germinacion simbidtica las tasas de
germinacion alcanzaban valores de 96,4 % (+ 3,76 %), mientras que en condiciones control
(germinacién asimbidtica), estos valores se mantenian en 15,7 % (x 0,53 %). Asimismo, las
semillas sin in6culo necesitaban méas tiempo para germinar y no eran capaces de continuar con
el desarrollo de protocormos. Estos autores reintrodujeron en su ambiente natural 29 orquideas
obtenidas mediante germinacion simbidtica y crecidas en invernadero, de las cuales 23 lograron
adaptarse bien al ambiente natural, desarrollando nuevas hojas y raices. Esto demuestra el éxito
de la asociacion en ambientes naturales, donde las condiciones no siempre son favorables y

flucttan a lo largo del tiempo.

En una revision acerca de las interacciones entre hongos micorrizicos y orquideas del
Pacifico de Chile, Herrera et al. (2019) analizaron las ventajas y desventajas de la germinacion
simbidtica y asimbiotica en proyectos de conservacion. De las 72 especies que han sido
identificadas hasta el momento en la regidn, 30 son nativas y 42 endémicas, un 14 % de ellas
se encuentran en peligro de extincion, mientras que el 86 % restante se desconoce su estatus.
Los autores sefialan que los medios de cultivo empleados en la germinacion asimbiotica (agar
agua, Knudson C, Mahngren modificado, entre otros) proveen todos los nutrientes requeridos
por la orquidea para germinar. Debido a las barreras fisicas presentes en las semillas de este
grupo de plantas, y a la elevada produccion de acido abscisico (ABA) y metabolitos
secundarios, diferentes autores aconsejan obtener material de capsulas inmaduras, donde estas
barreras no se han desarrollado completamente y donde los niveles ABA no son elevados
(Yeung, 2017). Si bien estos aspectos facilitan la germinacion asimbi6tica, cuando las plantulas
asi obtenidas son transplantadas a su ambiente natural, donde las condiciones ambientales son
diferentes y existen numerosos factores de estrés, s6lo una pequefia proporcion logra
establecerse y sobrevivir. Es por esto que, Herrera et al. (2019) sugieren que cuando la
germinacion asimbiotica in vitro sea la técnica elegida, se debe incluir un paso posterior de
inoculacion con hongos micorrizicos aislados de orquideas creciendo en ambientes naturales.
Esto incrementara las probabilidades de establecimiento y supervivencia de las plantas en el
habitat en el que seran introducidas. Esto incluye, de acuerdo a la literatura, no a aquellos
hongos aislados de plantas co-especificas con la semillas, sino que en ocasiones hongos
aislados de otras especies afines o co-ocurrentes de orquideas pueden ser efectivos (Fig.3).
Incluso, en ocasiones algunos hongos aislados de otras especies de orquideas resultan
igualmente o mas “eficientes” que los “propios” (Fig. 3). Si bien esto no soporta que el efecto

nodriza entre plantas adultas y semillas-protocormos-plantulas ocurra en el contexto
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conespecifico, igualmente no estaria en contradiccion con el propio concepto general del efecto

nodriza, ya que este incluso ha sido acufiado en situaciones en las que determinadas especies
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Figura. 3 Porcentaje de germinacién de semillas de diversas especies de orquideas propias de varias zonas del
mundo. En azul se muestra valores de porcentajes de germinacion para semillas en contacto con hongos endéfitos
extraidos de raices con-especificas y en naranja los valores para semillas puestas a germinar con hongos
provenientes de raices de otras especies de orquideas de su mismo habitat.

favorecen el establecimiento de muchas otras, un supuesto que nunca antes ha sido evaluado

siquiera entre las orquideas de acuerdo a la revision realizada en este trabajo.

En este conexto, la existencia de un efecto nodriza, bajo un enfoque de cierta simplificacion
podria demostrarse de acuerdo a los siguientes dos supuestos (los cuales no serian

necesariamente excluyentes):

Supuesto 1: A menudo, alguno(s) de los hongos presentes en el velamen radicular de
orquideas adultas es detectable también en sus protocormos (ya que esta continuidad permitiria
que la planta adulta condicione la germinacion de semillas en su proximidad y permita su

nutricion indirecta a través del hongo que comparten).

Supuesto 2. Si comparamos la eficiencia de la germinacion de hongos micorrizicos aislados
de protocormos con los aislados de raiz al menos uno o unos pocos de este Ultimo origen

deberian de ser igualmente eficientes en la germinacion de las semillas.

De acuerdo a nuestra busqueda, existe una vasta evidencia del primer supuesto, ya que a
menudo los experimentos de germinacion simbidtica in situ no son muy poco exitosos cuando
se realizan en zonas alejadas de las plantas adultas (McKendrick et al., 2001; Zettler & Corey,
2018; Yokoya et al., 2015; Jacquemyn et al., 2011).

Para evaluar la veracidad del supuesto 2, en este trabajo se localizaron estudios en los que
se comparara el porcentaje de germinacion de semillas de una especie dada de orquidea en
presencia de uno o varios hongos endofitos provenientes de protocormos versus uno (o varios)
hongos enddfitos provenientes de raices de esa misma especie. Para esto se hizo una busqueda

99 ¢¢

con las palabras clave “orchid seed germination” “root” y se registr6 el valor de los porcentajes
de germinacion entendido como semillas que llegan a una fase de desarrollo en la que ya el
embrion rompe la testa seminal. Luego se calcul6 la razén entre el porcentaje de germinacion
con hongos de raiz (numerador) y el porcentaje de germinacion cuando se usan hongos aislados
de protocormos. Cuando este indice sea igual a 1, significa que en promedio, los hongos
provenientes de raiz son igual de eficientes en germinar las semillas de estas plantas. En
cambio, valores pequefios por debajo de 1 indicarian una buena eficiencia de los hongos

aislados de raices. Logicamente, si los hongos provenientes de los protocormos el valor del
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indice tomaria valores por encima de uno (1). La representacion grafica que integra estos tres
estudios (Fig. 4) nos muestra tres situaciones que, en efecto, dada la poca informacion
encontrada nos muestra que los casos arriba mencionados estan presentes en la naturaleza y

que pueden variar incluso en una misma especie (en este Dendrobium oficcinale)

Curiosamente, a pesar de que muchos autores defienden al criterio de que los hongos
procedentes de protocormos suelen ser méas eficientes promoviendo la germinacion de las
semillas (Yokoya et al., 2015), fueron muy escasos los trabajos disponibles que lo exploran
experimentalmente (Meng et al. 2019; Zhang et al., 2020, Wang et al. 2021). Estos tres
ejemplos provienen de apenas dos especies de orquidea del género Dendrobium y muestran

tres situaciones bien discretas.

Dendrobium exile 0.77
Dendrobium officinale 2 0.95

Dendrobium officinale 1 1.26

0.0 0.5 1.0

Pr?jporcién de germinacion
hongo de protocormo/hongo de raiz

Figura 4. Comparacién del comportamiento de tres experimentos de germinacion en especies de Dendrobium que
reportan el porcentaje de germinacion que se logra en presencia de hongos endofiticos aislados de protocormo
versus hongos endofiticos aislados de raiz de plantas adultas.

Adicionalmente, dado que el efecto nodriza mediado por hongos, tal y como se presenta en
otros estudios fuera de la familia Orchidaceae (Pérez, 2008; Marafion et al. 2004; Lasso et al.
2015) involucra tanto conexiones o relaciones benéficas entre plantas conespecificas como
heteroespecificas, seria interesante explorar mas a fondo si los hongos endofiticos provenientes
de raices con-especificas son en promedio mas o menos eficientes en la germinacion de esa
misma especie de orquidea en relacién a hongos endogenos provenientes de raices de otras
plantas. Debido a esto, nos propusimos explorar si el efecto nodriza es mayor en presencia de
hongos ya asociado a sus raices en comparacion con hongos procedentes de otra especies (todas
ellas orquideas). Para este ejercicio se procedié como se describe arriba para la comparativa en
efeciencia para la germinacion de hongos procedentes de protocormo versus hojas de raices

con especificas. Los resultados muestran que la mayoria de especies presentaron valores del

39



indice de eficiencia por debajo de 1. (Fig. 5) Esto sugiere que la mayoria de especies de

orquideas germinan mejor con hongos enddéfitos presentes en sus propias raices.

Esto ultimo podria explicar el caracter ubiquo e incluso de algunas especies de orquideas
tales como Oeceoclades maculata, Arundina graminifolia, Spathoglottis plicata, Phaius
tankevilliae, etc. en las que se detecta una elevada plasticidad en la asociacion con hongos lo
que en algunos casos incluye aquellos capaces de permitir su germinacién, por ejemplo, en
bosques neotropicales como los de Puerto Rico los descomponedores son el gremio de hongos
dominante y las orquideas capaces de explotarlos pueden tener dicha ventaja adaptativa
(Bayman et al. 2016).

Para el caso de O. maculata, los autores Bayman et al. (2016) sugieren que puede ser muy
especifica para un s6lo hongo micorrizico en la etapa de germinacion de la semilla, pero muy
promiscua para los hongos micorrizicos como plantas adultas. Este patron es explicado
posteriormente con que las semillas son obligatoriamente micorrizas, mientras que las plantas

adultas son facultativas, es decir, que la planta puede sobrevivir sin micorrizas.

Chloraea grandiflora 0.31
Chloraea gavilu 0.34
Chloraea bletioides 0.38
Chloraea riojana 0.39
Chloraea crispa 0.39
Chloraea longipetala 0.4
Dendrobium officinale 0.45
Bipinnula fimbriata 0.61

Chloraea chrysantha 0.7
Habenaria macroceratitis . . .

Spiranthes brevilabris

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

Proporcion de germinacion
hongo propio/hongo de otra orquidea

Figura 5. Comparacion para doce especies de varias partes del mundo de la eficiencia relativa de los hongos extraidos de
orquideas alo-especificas en la germinacion de las orquideas de interés (eje y). Aquellas especies que superan el valor de 1
para el indice presentan una gran amplitud ecoldgica que en promedio le permite germinar con uno o varias especies de hongos
provenientes de otras especies de orquideas.

5. Interaccion hongo-orquidea y diversificacion: MAR de orquideas

La familia Orchidaceae constituye un grupo de plantas muy bien adaptado a condiciones

desfavorables, que ha sido capaz de colonizar de manera exitosa practicamente todos los
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ambientes (Tsai et al., 2017). La aparicién de las orquideas habria ocurrido durante el Cretécico
tardio (76 millones de afios atras), logrando atravesar la extinciébn masiva que tuvo lugar
durante el periodo Jurésico (Cai et al., 2015). Gran parte de las orquideas que han sido descritas
hasta el dia de hoy, poseen poblaciones de pequefio tamafio, disjuntas y con un elevado
potencial de dispersion, dadas las caracteristicas de sus semillas (reducido tamano “dust like”,
que les permite ser facilmente dispersadas por el viento) (Arditti & Ghani, 2000). La gran
diversidad que caracteriza a esta familia, podria ser el resultado de la combinacion entre una
fuerte deriva génica y la accion de la seleccion natural (Tremblay et al., 2005; Vanden Broeck
et al., 2014). No obstante, autores como Phillips et al. (2012) sugieren que la gran diversidad
observada en este grupo de plantas se explica por procesos de dispersion a largas distancias y

fendmenos de adaptacion local.

La existencia de comunidades estables, que persisten a través del tiempo, puede ser
explicada con base a la estructura y a las multiples interacciones que se constituyen entre las
diferentes especies que componen dichas comunidades (Bascompte, 2010; Jacquemyn et al.,
2015). Las relaciones que se establecen entre las diferentes especies que componen una
comunidad, conforman una red de interacciones que son muy importantes en términos
ecoldgicos, y que determinan la riqueza de especies de dicha comunidad. A grandes rasgos, es
posible identificar dos tipos de redes de interaccion: mutualistas y antagonicas (Jacquemyn et
al., 2015). En las redes de interaccion mutualista, las especies especialistas interactdan con
generalistas, mientras que las generalistas interactlan tanto con especialistas como con
generalistas, lo que da lugar a estructuras de tipo anidadas (Bascompte et al., 2003). Este tipo
de estructuras se caracterizan por una asimetria en la relacion de dependencia entre especies,
es decir, mientras las especialistas dependen fuertemente de las generalistas, las generalistas
son independientes (Vazquez & Aizen, 2004). Las especies mutualistas presentan una elevada
plasticidad de interaccion, lo que les permite modificar sus interacciones cuando la
composicion de la comunidad cambia, dando lugar a comunidades mas diversas (Sobral &
Magrach, 2019). Por su parte, en las redes de interaccion antagonicas, el nimero de
interacciones efectivamente establecidas es mucho menor que el total de interacciones que
potencialmente podrian establecerse (Thébault & Fontaine, 2010). Esto da lugar a comunidades
con estructura modular en las que las especies presentan baja plasticidad de interaccion
(Barbosa et al., 2017; Sobral & Magrach, 2019). Se suele afirmar que esta
compartimentalizacion evita que las perturbaciones se propaguen, salvo en aquellos casos en

los cuales se produce la extincion de una especie que conecta dos mddulos diferentes (Stouffe
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& Bascompte, 2011). En el caso de las asociaciones entre hongos micorrizicos y orquideas, el
miembro flngico es completamente independiente, mientras que las orquideas muestran una
dependiencia estricta en fases criticas del ciclo de vida, como lo son la germinacion y el estadio
de protocormo. Los resultados obtenidos por diferentes investigaciones, en las que se observa
que especies de orquideas que coexisten tienden a estar separadas espacialmente y a interactuar
con diferentes especies fungicas, permite inferir que en este tipo de comunidades, las redes de
interacciones se dividen en compartimentos con bajo nivel de solapamiento (Jacquemyn et al.,
2012a, 2012b, 2014, 2015).

Basandose en el hecho de que en las comunidades con estructura modular, el nimero de
interacciones que se establecen es mucho menor que el que potencialmente podria establecerse
y en que la compartimentalizacién reduce el riesgo de extincidn, es posible pensar que este tipo
de estructuras es la que caracteriza a las comunidades de orquideas-hongos micorrizicos. Con
el objetivo de caracterizar la estructura de la comunidad y la red de interacciones establecidas
en un area caracterizada por una elevada diversidad de especies, y en particular de orquideas,
Jacquemyn et al. (2015) estudiaron 20 orquideas terrestres que coexisten en prados naturales
de la region Mediterranea, junto a las especies fungicas asociadas. Las 20 especies analizadas
pertenecen a cinco géneros diferentes: Anacamptis, Neotinea, Orchis, Ophrys y Serapias. Los
autores encontraron que los grupos de hongos micorrizicos mejor representados en esta
comunidad son Ceratobasidaceae y Tulasnellaceae, con una menor proporcion de miembros
del grupo Telephoraceae. Al analizar la arquitectura de la red de interacciones establecidas
entre hongos y orquideas, detectaron un caracter predominantemente modular, que no estaria
dado por barreras ecoldgicas como sucede en otras comunidades. Se identificaron muy pocas
especies de hongos generalistas, con una elevada proporcion de especies periféricas (87,1 %),
lo que se traduce en una falta de interacciones de tipo generalista-generalista. Los nueve
modulos identificados no se encuentran completamente aislados, sino que existen especies que
actian como conectores y que hacen que estos compartimentos funcionen como una red mejor
conectada. Por otra parte, se observo que la abundancia de hongos micorrizicos es maxima en
las proximidades de las orquideas y que decrece a medida que aumenta la distancia. De acuerdo
con los autores, la alta especificidad de la asociacion y la consecuente restriccion en la
distribucion espacial de los hongos micorrizicos (en las cercanias de plantas adultas de
orquideas), incrementaria la fuerza de la interaccion entre hongos micorrizicos y orquideas, y
contribuiria al caracter modular y asimétrico de la red. La especificidad de la interaccion podria

ser una estrategia que le permite a las orquideas garantizar la germinacion y aumentar las
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probabilidades de supervivencia en ambientes desfavorables, al tiempo que podria disminuir la

competencia entre orquideas por los mismos recursos (Jacquemyn et al., 2015).

Se considera que las interacciones de tipo mutualista tienen un fuerte impacto en la
evolucion y en la coexistencia de especies (Waterman et al., 2011; Suarez et al., 2016). Este
tipo de interacciones por un lado determinan el origen de las especies, mediante un efecto
directo en la especiacion (i.e. aislamiento reproductivo o ecolégico), y por el otro favorecen el
mantenimiento de la diversidad, a través de un efecto sobre el ensamble de especies de las
diferentes comunidades (Kottke et al., 2013). En el caso de las orquideas, las dos interacciones
mas importantes son aquellas con hongos micorrizicos y con polinizadores (Waterman et al.,
2011). Con el objetivo de poner a prueba la hipétesis de que los hongos micorrizicos acttan
como factores que conducen a la especiacion del género Teagueia, Suérez et al. (2016)
realizaron un estudio en un &rea localizada en la provincia de Tungurahua, ubicada en la zona
centro de Ecuador. El género Teagueia constituye un excelente ejemplo de radiacion evolutiva
local, en el que 26 especies identificadas recientemente comparten caracteres florales y
vegetativos, los cuales no estan presentes en las seis especies descriptas previamente (Jost,
2004). Los autores encontraron que las diferentes morfo-especies del género evaluadas, se
asocian con hongos pertenecientes a los grupos Tulasnellaceae y Atractiellales, ambos de
distribucion global (cosmopolitas). La asociacion con hongos micorrizicos seria un factor clave
para la coexistencia de especies cercanamente emparentadas. Los resultados de Suéarez et al.
(2016) apoyan la vision de Kottke et al. (2013) de que la co-existencia de especies de orquideas
cercanas en la filogenia, es promovida cuando dichas especies se asocian al mismo tipo de
hongo micorrizico, lo que al mismo tiempo permite mantener la diversidad de las comunidades

a las cuales dichas especies pertenecen.

Estudios desarrollados en diferentes regiones del mundo, han indicado que en especies de
orquideas que coexisten en un mismo habitat, se detectan diferencias significativas en las
comunidades de hongos micorrizicos con las cuales cada especie interactla, y que esto es lo
gue permite el mantenimiento de la diversidad (Jacquemyn et al., 2014; Chen et al., 2019). El
éxito en la germinacion de una semilla de orquidea parece tener una relacion inversa con la
distancia a la que se encuentra la comunidad de hongos micorrizicos con la cual la orquidea se
asocia (Waud et al., 2016). Chen et al. (2019) estudiaron las asociaciones con hongos

micorrizicos establecidas por siete especies simpatricas de orquideas que coexisten en un area
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montafiosa de Beijing (China). Los autores observaron que en general, estas especies se asocian

a diferentes grupos de hongos micorrizicos, mostrando diferentes grados de especificidad.

Estos resultados apoyan la idea de que los hongos micorrizicos representan un factor muy
importante que conduce a la particion del nicho en orquideas terrestres y por ende, favorece la
coexistencia de especies. Por otra parte, cuando construyeron la red de interacciones y midieron

la fuerza de la sefial filogenética, observaron una sefial debil (no significativa) en ambos grupos.

El hecho de que mas de un tipo de hongo sea capaz de interactuar con una misma especie
de orquidea, hace dificil la tarea de dilucidar y comprender los mecanismos que subyacen a la
seleccion del simbionte y al establecimiento de la asociacion (Xing et al., 2017). Durante la
Gltima década, diferentes estudios han sefialado que en interacciones mutualistas y antagonicas,
es posible detectar una importante sefial filogenética (Wiens et al., 2010). En el caso particular
de las orquideas, los diferentes tipos de hongos que interactan con una misma especie parecen
estar emparentados filogenéticamente (Martos et al., 2012). Para comprender la influencia de
la seleccion del hongo micorrizico con el cual una orquidea se asocia en la evolucion, Xing et
al. (2017) estudiaron una comunidad de orquideas del género Dendrobium creciendo en la
provincia de Yunnan, ubicada al suroeste de China. El grupo de hongos dominante en esta
comunidad, cuya asociacién se confirmd para siete de las ocho especies evaluadas, fue
Tulasnellaceae. Dentro de este grupo, los miembros mostraron un elevado grado de
especificidad por la orquidea con la cual se asocian, lo que apoya la hipdtesis de que en
comunidades en las cuales coexisten diferentes especies de orquideas, se requiere de diferentes
tipos de hongos para asegurar la supervivencia de todas ellas (McCormick & Jacquemyn,
2014). De manera similar a lo observado por Suarez et al. (2016) para el género Teagueia, los
autores encontraron que aquellas especies de Dendrobium mas cercanas en la filogenia se
asocian con comunidades de hongos micorrizicos mas similares. A diferencia de Chen et al.
(2019), la sefial filogenética de la orquidea en la interaccion Dendrobium-Tulasnellaceae fue
significativa, indicando que el grado de parentezco entre las diferentes especies de Dendrobium
tiene un fuerte efecto en las asociaciones que se conforman. Estos autores sefialan la
importancia de realizar estudios posteriores en los que se compare la composicion de las
comunidades micorrizicas empleando la funcion ecoldgica como criterio de evaluacion. Esto
permitiria explicar como ha sido la evolucion de la seleccion del endofito en la familia

Orchidaceae.
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Es un hecho bien establecido que los hongos micorrizicos son un elemento crucial en el
ciclo de vida de una orquidea. De no ser por este “filtro natural”, que hace que de los miles de
semillas producidas por una planta, solo algunas de ellas sean capaces de germinar y
establecerse, viviriamos inmersos en un mundo dominado por orquideas (Schiff, 2018).
Asimismo, se ha sugerido que la evolucién en los modos de nutricion de este grupo de plantas,
estaria relacionado con un cambio en el miembro fangico con el cual las especies autotrofas se
asociaban (Rhizoctonia), lo que dio lugar a la emergencia de la heterotrofia dentro de este grupo
(Hynson et al., 2013). Los diferentes estudios hasta aqui analizados, proveen evidencia a favor
de que los hongos micorrizicos tienen un impacto en la diversidad de orquideas que componen
una comunidad. La diversidad de orquideas parece verse favorecida por la diversidad y
abundancia de hongos micorrizicos presentes en un sitio, y por la conformacion de diferentes
asociaciones, lo que lleva a la particion del nicho y a una ya mencionada disminucion de la
competencia por los recursos. Sin embargo, si bien se ha propuesto que los hongos micorrizicos
serian factores que conducen la evolucion de las orquideas, promoviendo eventos de
especiacion, la evidencia obtenida hasta el momento es poco concluyente. Esto sefiala la
importancia de realizar nuevos estudios que aborden esta tematica y que permitan dar respuesta

a las interrogantes planteadas.
6. Aplicaciones del efecto nodriza en orquideas para la Ciencia y la Horticultura.

El conocimiento obtenido a partir del estudio del efecto nodriza en la familia Orchidaceae
ha tenido un gran impacto en el campo de la ciencia, principalmente en el area de la
conservacion. La relacién que se establece entre especies facilitadoras y su contraparte, la
especie beneficiaria, ha sido extensamente utilizado en planes de restauracién, a fin de revertir
la situacion de diferentes poblaciones vegetales (Jacquemyn et al., 2015). Es por esto que, el
estudio de cada una de las especies involucradas, asi como de las caracteristicas y dinamica de
la interaccion, resultan clave para el desarrollo de planes exitosos. En el caso de las orquideas,
el conocimiento detallado del hongo en interaccidn con el cual la germinacion de la especie es
exitosa, asi como de aquellos hongos con los cuales se asocian en estadios posteriores, ha
permitido importantes avances en la reintroduccion de especies de orquideas amenazadas en
sus ambientes naturales (McCormick et al., 2006). Esto ha hecho factible plantear diferentes
proyectos de restauracion, que no solo posibilitan revertir la situacion en la que se encuentran

diferentes especies de orquideas (baja preocupacion, proxima a estar amenazada, vulnerable,
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en peligro de extincion, en peligro critico, extinta en la naturaleza, o extinta), sino también la

de las especies con las cuales estas orquideas interactan.

A nivel mundial, tal como sucede con otras familias, las diferentes especies de orquideas se
encuentran constantemente amenazadas por factores como el cambio climético, la abundancia
de hongos micorrizicos compatibles, la segregacion de poblaciones a pequerias areas protegidas

y el interés econémico que por ellas exista (Waud et al., 2016b; Herrera et al., 2019).

Poco se sabe acerca de la comunidad fangica asociada a este grupo de plantas y en particular,
para las especies endémicas (especies de distribucion restringida a un territorio determinado),
se desconoce cudles son los modos de nutricion (autotrofas, mixotrofas o mico-heterétrofas) y
aun no han sido desarrollados proyectos exitosos de reintroduccion en ambientes naturales
(Pereira et al., 2014; Herrera et al., 2017; 2019). Es por esto que la diversidad de orquideas y
su tendencia a hibridar han propiciado una industria horticola que genera interesantes sumas al
afo, sin embargo, parecen estar limitados por las malas tradiciones horticolas y/o los altos
costos de esta industria, dado que para reemplazar el papel de los hongos micorrizicos, se utiliza

un medio rico propenso a las contaminaciones (Bayman, 2012).

Si bien, las condiciones son asépticas y estrictamente controladas, es inevitable la pérdida
sustancial de cultivos en su fase ex vitro dado que las plantulas sufren enfermedades (debido a
una primera exposicion abrupta a la microbiota ambiental) y estrés fisiologico (debido a la
mayor fluctuaciéon climéatica fuera del matraz) (Chang, et al. 2007). Esta situacion suele
revertirse abusando de los productos quimicos y la energia, lo que hace que esta industria sea
insostenible (Bayman, 2012). En este sentido, un método de cultivo simbidtico ex vitro séptico
es un enfoque méas econdmico y sostenible. Este método utiliza subproductos ricos en celulosa
como medio alternativo, lo que permite reciclar desechos contaminantes y evita el uso de fibras
naturales que proceden de plantas en peligro de extincidn tales como ciertos helechos, musgos,

etc (Joosten, et al. 2016 & Mosquera-Espinosa, et al. 2012).

Adicionalmente, se realiza la revisién del disefio de un programa de restauracion de

orquideas endémicas, el cual debe tener en cuenta seis aspectos principales (Figura 6):
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Plan de restauracion de orquideas endémicas

’— Hongos micorrizicos asociados a la especie. —

’7 Clima y otras especies de orquideas presentes en el drea de reintroduccion. = 3 -—‘
Distribucion y abundancia de hongos micorrizicos asociados. — 78

’_t

|: Viabilidad de semillas. 7u:|
Estado de conservacién de la orquidea. ' '| c' l

Figura 6. Principales aspectos a considerar en un plan de reintroduccién de orquideas endémicas (adaptado de
Herrera et al., 2019).

El primer aspecto hace referencia al conocimiento de cada uno de los hongos con los cuales la
orquidea interactla en las diferentes etapas de su ciclo de vida. Es decir, se debe conocer el
miembro fangico al cual la orquidea se asocia para lograr germinar, y en estadios posteriores
para el crecimiento. Para identificar a cada uno de estos hongos, se recurre a las ya mencionadas
técnicas de trampas de semillas y aislamiento a partir de raices. Este primer aspecto se vincula
con el tercero, ya que se ha observado que en la naturaleza, uno de los principales factores que
limitan la abundancia y distribucién de orquideas, es la abundancia y distribucién de hongos
micorrizicos compatibles (Winkler et al., 2009). En relacién al segundo aspecto, es importante
tener en cuenta cudles son las condiciones ecoldgicas que caracterizan al ambiente en el cual
la orquidea seré reintroducida, cuéles son las especies que co-existen en dicho ambiente, qué
factores de estrés estan presentes. Otros puntos importantes a considerar son la presencia de
polinizadores, los cuales son necesarios para que tenga lugar la fecundacién y en consecuencia
la formacion de frutos, y la viabilidad de las semillas formadas, ya que una baja viabilidad de
semillas dara lugar a bajas tasas de germinacion. Finalmente, pero quiza mas importante a la
hora de plantear un plan de reintroduccidn, es tener en cuenta el estatus de la orquidea, ya que
para prevenir la extincion de especies endémicas, es esencial comenzar a disefiar planes de
reintroduccion que incluyan el trabajo con la especie antes de que se encuentre baja amenaza
de extincion (Herrera et al., 2019).
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Un aspecto fuertemente relacionado con los topicos planteados en el presente apartado, es
la creacidn de bancos de semillas o germoplasma. Esto ha sido mencionado en varias de las
publicaciones analizadas. En este sentido, se sefiala la importancia que tiene en el disefio de
proyectos exitosos de reintroduccion de especies, el desarrollo de técnicas estandarizadas que
incluyan el depdsito de hongos micorrizicos en colecciones ubicadas en diferentes centros de
investigacion y de semillas en bancos de semillas (Herrera et al. 2019). Esto permitiria
conservar el material correspondiente a diferentes especies de orquideas, el que eventualmente
podria ser utilizado, en caso de ser necesario, cuando se llega al punto de la extincion de una
especie. Es asi que muchas instituciones estdn haciendo uso de técnicas como la
criopreservacion de semillas e incluso protocormos, para conservar de manera segura, eficiente
y costo-efectiva el material correspondiente a especies actual o potencialmente amenazadas
(Gonzélez-Arnao et al., 2020).

7. Nuevas lineas de investigacion y retos en el estudio del efecto nodriza en orquideas.

Durante los Ultimos afios, se han llevado a cabo diferentes estudios que han indagado acerca
de la importancia de los hongos micorrizicos en la germinacion y establecimiento de las
orquideas. Se ha establecido que en su rol de facilitador, el hongo micorrizico provee de una
fuente de carbono, agua y nutrientes a la orquidea, al tiempo que promueve su capacidad para
sobrellevar situaciones adversas: situaciones de estrés abidtico como una sequia o bidtico,
como la incidencia de algun fitopatogeno (Pant et al., 2017). En este contexto, la incorporacion
de técnicas moleculares represent6 un fuerte impulso para esta tematica, ya que posibilitd la
identificacion y caracterizacion del miembro fangico involucrado en esta intrigante asociacion.
Por su parte, la aplicacion de estudios de is6topos estables, brindé informacién muy valiosa
acerca del tipo de nutricion caracteristica de cada orquidea, el grado de dependencia respecto
al miembro fungico y las aportaciones nutricionales de cada miembro a la asociacion. Este
conocimiento, en conjunto con la informacion obtenida mediante estudios filogenéticos,
permitio establecer el orden evolutivo en el que se sucedieron los modos de nutricion, desde
una autotrofia basal a una mixotrofia y finalmente, una mico-heterotrofia total. El desarrollo
de medios de cultivo apropiados, capaces de cubrir los requerimientos de la orquidea y/o del
hongo micorrizico asociado, permitio la multiplicacion a mayor escala de diferentes orquideas,
impulsando el planteamiento de diversos proyectos de reintroduccion de especies actual o

potencialmente amenazadas. No obstante, son muchos los interrogantes que ain contintian sin
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respuesta: ¢cual es el mecanismo que subyace a la eleccion del hongo micorrizico con el cual
una determinada especie de orquidea se asocia?, ¢existe algun tipo de sefial entre ambos
miembros que aln no ha sido identificada?, ¢por qué no se asocia con otros hongos?, ¢qué
determina el recambio del socio fungico?, ;se trata simplemente de una modificacién en los
requerimientos de la orquidea?, ¢;cuales son los beneficios concretos para el hongo?, ¢;qué
factores determinan realmente la ocurrencia de las sucesion fungica?. Estos y otros
interrogantes, constituiran el punto de partida de futuras investigaciones, cuyos resultados

permitiran avanzar en la comprension de una de las familias méas enigmaticas del reino Plantae.
8. Algunas consideraciones finales

A partir de esta revision, consideramos que debido a la complejidad de la taxonomia y la
sistematica de los hongos (sobre todo por lo complicado de establecer una conexion clara entre
laidentidad de los teleomorfos y anamorfos de una misma entidad fungica), a la gran diversidad
de hongos gue viven endofiticamente y a las diversas funciones o efectos que estos organismos
pueden tener para las diferentes fases del ciclo de vida de las orquideas, es altamente
recomendable explorar una combinacion de métodos diagndsticos (molecular, experimental y

morfo-descriptiva) en estudios funcionales sobre la interaccion orquidea-hongo.

Muchos estudios sobre hongos asociados a las orquideas (incluidos ensayos de germinacion
simbidtica) siguen un protocolo que podria ser circular en su disefio experimental ya que
usualmente se descartan y casi nunca (o nunca) llegan a ser utilizados en los ensayos de
germinacion aquellos hongos que no cumplan con las caracteristicas de los llamados hongos
tipo Rhizoctonia y otros ya tradicionalmente asociados a la micorrizacién con orquideas. De
este modo, podriamos estar impidiendo que el rol de otros grupos de hongos para con
determinados grupos de orquideas pueda ser conocido y empleado en el estudio y conservacion

de estas interacciones.

Por dltimo, debido a la urgencia de formas de manejo amigable con la diversidad de
orquideas en peligro se requiere un mayor esfuerzo de muestreo y exploracion de la enorme
diversidad de relaciones entre dos tipos de organismos, lo cual es especialmente critico en los
tropicos donde la diversidad de ambos grupos es mayor, y por tanto se espera que su impacto

en la conservacion de la biodiversidad sea mucho mas decisivo.
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9. Conclusiones
1- Las plantas adultas de una comunidad de orquideas muy probablemente ejercen un
efecto nodriza sobre las semillas y plantulas de orquideas a traves de las redes
miceliales que se establecen entre ellas por el interior y superficie de los sustratos y

troncos de los diversos ecosistemas.

2- El habito trofico de las orquideas se encuentra intrinsecamente ligado al habito de
vida y la identidad taxondmica de sus hongos endofiticos lo que les permite habitar
en ambientes que varian draméaticamente en aspectos como disponibilidad luminica,
calidad nutricional de los suelos y sustratos, entre otros.

3- De acuerdo a lo reportado en la literatura el efecto nodriza via la red micelial en
orquideas no soélo permitiria el establecimiento y la alimentacion indirecta de
protocormos y plantulas de la misma especie sino que podria también favorecer un
incremento progresivo de la diversidad de orquideas mediante una promocién del
reclutamiento heteroespecifico.

4- El efecto nodriza podria ser un factor de cambio para una produccion de orquideas
ambientalmente mas sana y econdmicamente mas sustentable, con aplicaciones

prometedoras en el cultivo, comercio y conservacion de este grupo de plantas.
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