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RESUMEN

Se ha demostrado que en ambientes sujetos a regimenes de estrés, se establecen interacciones
positivas entre diferentes especies de arboles o arbustos y orquideas. Por ejemplo, en la regién
Mediterranea del centro de Chile, Atala et al. (2020) evaluaron el tipo de interaccion que se
establecia entre arbustos (familia Asteraceae principalmente) y orquideas terrestres nativas. Los
autores encontraron un mayor nimero de orquideas creciendo bajo el canopeo en comparacion
con las zonas abiertas, lo que sugiere una interaccion positiva entre estos grupos. En primer
lugar, esto podria estar relacionado con el microclima generado por los arbustos (menor
irradiancia, temperaturas mas moderadas y mayor disponibilidad de agua y nutrientes en el
suelo, entre otros), el cual resulta propicio para el establecimiento y desarrollo de orquideas.
También se ha evidenciado que existen relaciones entre hongos y orquideas, si bien el efecto
de las interacciones directas entre estos resulta mas 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).
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ABSTRACT

It has been shown that in environments subject to stress regimes, positive interactions are
established between different species of trees or shrubs and orchids. For example, in the
Mediterranean region of central Chile, Atala et al. (2020) evaluated the type of interaction that
was established between shrubs (mainly Asteraceae family) and native terrestrial orchids. The
authors found a greater number of orchids growing under the canopy compared to the open
areas, suggesting a positive interaction between these groups. In the first place, this could be
related to the microclimate generated by the shrubs (less irradiance, more moderate
temperatures and greater availability of water and nutrients in the soil, among others), which is
conducive to the establishment and development of orchids. It has also been shown that there
are relationships between fungi and orchids, although the effect of direct interactions between
them is more evident, indirect interactions also have consequences on the establishment and
survival of these angiosperms. In this way, the interactions established between fungi and plants
other than orchids have an impact on the structure of plant communities, affecting the ability of
orchids to establish and survive (Kosaka et al., 2014).

Key words: nurse effect, recruitment, orchids, seed baiting, literature review.

INTRODUCCION

Las orquideas (familia Orchidaceae) conforman uno de los grupos de plantas con flor o
angiospermas mas exitosos en términos de su extension geografica y la ocupacion de diferentes
habitats (Dressler 1981, Givnish et al. 2015). Esta familia, pertenece a la clase Liliopsida (orden
Asparagales), y es considerada una de las mas 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-Suarez

et al. 2021) e incluso nuevos géneros (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-autotroficas, 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-heterotrofas, 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 llamo 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 trofica
a lo largo de su vida (Suetsugu & Matsubayashi, 2021). Esta Gltima, es una condicién 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 acapite 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 mixotréficas (Suetsugu et al. 2021b).

Sin embargo, a pesar de todo ese abanico de estrategias tréficas, 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
pérdidas en su diversidad, debido a la fuerte presién antrdpica (fragmentacién 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 estdn todas incluidas en la
Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres (CITES) y en la Lista Roja de la Unién 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 simpddico, las cuales poseen rizomas capaces
de ramificarse varias veces lateralmente. Estos rizomas producen ventralmente sélo raices y

dorsalmente s6lo 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 o 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 inclusion de tejido caulinar, cuya
principal funcion es almacenar el agua y los nutrientes necesarios para la floracién 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 anatomicas de las orquideas que presenta ciertas particularidades es
la raiz, en especial se la compara con la de otras angiospermas a excepcion de las araceas. En
especies epifitas y en aquellas que crecen sobre rocas (litéfitas), las raices aéreas de las
orquideas son Grganos perennes que pueden poseer la capacidad de realizar fotosintesis
(Sathiyadash et al., 2020). En estas especies, las raices tienen dos capas multi-estratificadas de
células, 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
y de laluz UV, y 4) da albergue 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 nitrogeno (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 relacién mas estrecha con

hongos durante mas tiempo, o si en realidad esta interaccion ha sido mejor muestreada entre las
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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 explotacion mas o menos especializada de diferentes mecanismos de polinizacion
(Dressler 1981; Tremblay et al. 2005; Givnish et al. 2015). La morfologia bésica 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 patrén en Fig. 1). Debido al
gran nimero 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 interaccién eficiente con
polinizadores mayormente especificos, lo cual potenciaria mayores niveles de polinizacién
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 céliz
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 interaccién mas directa con el polinizador.



Figura 1. Diversidad morfo-ecoldgica de la familia Orchidaceae. En varias fotos se sefialaron los sépalos (s),
pétalos laterales (p), labelo (I) 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., |I. Maxillaria sp.,
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.
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protocormo de Catasetum tabulare con rizoides oscuros ($), Y. Detalle de este protocormo mostrando al interior
de los rizoides las hifas (&) del hongo que permitié 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 (capsula) 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), relacién 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 proveera una
fuente de carbono para el desarrollo del embrion. De este modo, el embrion 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 apice
meristematico, dando lugar al surgimiento de una plantula (con raiz y tallo) (Yeung et al.,
2018). En esta fase, como ya vimos més 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 obtencion 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 nimero de semillas que se producen por fruto, la necesidad de interactuar
con un hongo para poder germinar, hace que el namero de plantulas efectivamente desarrolladas

sea muy inferior al que se esperaria.
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Figura 2: ciclo de vida de una orquidea. Las flechas verdes sefialan las fases en las que es necesaria la
intervencién de un hongo micorrizico de manera obligada. Adaptado de Sathiyadash et al. (2020).

METODOS
Busqueda bibliografica

Se hizo una busqueda de literatura cientifica en Google Scholar (scholar.google.com),
JSTOR (jstor.org) con el objetivo de localizar estudios relacionados con efecto nodriza e
interaccion de las mismas con comunidades de hongos y otras plantas. 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 evalla 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 arbdreo, resultan ser los més importantes (McCormick & Jacquemyn, 2014).
Cuando se analiza un ambiente a pequefia escala, se observa que la distribucion de orquideas

esta caracterizada por la formacion de clusters y por un marcado patrén de segregacion.

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 tropicos 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 atmosfera circundante y de las deposiciones que fluyen sobre
la superficie del arbol, y bajo una eficiente proteccion de la radiacién 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).

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, desarroll&ndose en una gran variedad de ambientes (Schiff, 2018).
DISCUSION
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
(Gonzéalez-Hernandez et al., 2007), con roles muy importantes en el funcionamiento de los
ecosistemas y en los ciclos biogeoquimicos. 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 artropodos o vertebrados que las utilizan como refugio), bacterias (cianobacterias presentes
en el velamen), diferentes grupos de hongos (mediante asociaciones de tipo simbi6tico o no) y
con otras plantas (interacciones positivas 0 negativas) (Jersakova et al. 2006; Claessens &
Kleynen 2013; Favre-Godal et al., 2020). En el Neotrépico 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 generos 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
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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 interactGan.
Efecto nodriza

En las comunidades vegetales, las interacciones entre diferentes especies pueden ser
positivas o 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
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). El conocimiento de
las especies que participan en este tipo de interaccidn, 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.

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 mas 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 inglé€s “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
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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).
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, 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).

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 nutricién. Siumese 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).
Interacciones hongo-orquideas

La interaccion que 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 colonizacion temprana del
embrion por parte de hongos para poder germinar y desarrollarse (Smith & Read, 1997). 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 interaccién 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
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establecimiento de una interaccion orquidea-hongo apropiada constituya uno de los rasgos
ecologicos mas importantes que probablemente define la distribucion y la abundancia de
orquideas a diversas escalas (Jacquemyn et al., 2012; Xing et al., 2015). Es por esto que se
establece que la presencia del hongo adecuado podria estar correlacionada con la seleccion del
habitat, afectando la distribucion 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 &rea 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-heterdtrofas (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-heter6trofas o también llamadas mixoétrofas (adquieren capacidad de realizar fotosintesis
durante el desarrollo, pero contintian obteniendo carbono adicional del hongo) y completamente
foto-autdtrofas (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 asociacién 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 interaccién, 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-
heterotrofas), hongos asociados a la descomposicion de madera y hojarasca (asociados a
orquideas completamente mico-heterétrofas), y hongos endofitos (sin ningun rol especifico
asociado hasta el momento) (Herrera et al., 2017). Una parte importante de estos hongos son
saprofitos y habitan en la fraccion 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
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al., 2002; Parrent et al., 2006; Polme et al., 2013; Roy et al., 2013). En el caso de aquellas
especies que son mico-heterétrofas durante todo su ciclo de vida, el hongo también favorecera

el desarrollo de las plantulas y el crecimiento en la etapa adulta.
Técnicas para el estudio del rol de los hongos en la reproduccién de orquideas

Frente a la fuerte presion antrépica que existe sobre las orquideas (fragmentacion, pérdida
del habitat, y extraccidn 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 mas frecuentemente empleadas y que permite la produccion en masa de orquideas
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
produccién de hormonas vegetales), favoreciendo la aclimatacion y supervivencia en entornos
naturales (Pant et al., 2017; Stewart & Kane, 2006; Pedroza et al. 2005).

Cultivo y descripcion de hongos endosimbidticos y ensayos de germinacion

Tal como fue mencionado en apartados previos, la interaccién 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 tréficas, ecoldgicas y evolutivas de esta interaccién. Para
ello, diferentes grupos de investigacion han desarrollado protocolos cuya implementacion
permite el estudio detallado de estos organismos en plena interaccion, 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 identificacion de hongos enddéfitos, 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
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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 pléntula. 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 obtencion de muestras en estas etapas posibilita
identificar hongos que con mayor probabilidad han estado involucrados en el proceso de
germinacién. No obstante, debido al pequefio tamafio que 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 dafar 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 germinacién de semillas, priorizar material de
protocormos y plantulas pequerias.

En plantas longevas, terrestres, los pelotones son mas frecuentes en las raices de las ramas
laterales o 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.
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en las raices que se encuentran en contacto con el sustrato (no en raices aéreas) (Suéarez 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 esterilizacion superficial (con diversos compuestos), debe
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 observacién microscopica 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 cortex (Zettler & Corey,
2018; Gao et al., 2020). Los fragmentos asi obtenidos son empleados en el paso siguiente, que
consiste en la maceracién 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. El 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
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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 simbidtica por medio del analisis microscopico de los pelotones formados (0 no) en
el tejido de la semilla (Rafter et al., 2016; Gao et al., 2020).

Determinacion molecular de hongos en protocormos y raices

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 sucesién
de tareas que inician con la confeccion 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 continuacion, 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 0 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 rea de hongos compatibles con la especie. Se georreferencia
la ubicacion donde las bolsas son depositadas vy, 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.

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 analisis de los
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caracteres morfoldgicos presentes en las plantulas, y en los datos obtenidos en el monitoreo
poblacional realizado en el area, 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 sélido (agar harina
de avena). Se inocul6 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 asimbi6tica), 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 dilucién 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 identificacion molecular. De este modo, se extrae el ADN gendémico, 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
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 género 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).
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Estudios fisioldgicos sobre nutricién en asociacién con hongos endéfitos

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 esté puesto en las orquideas. A pesar de ello, se sabe
que los resultados de la asociacidon van en ambas direcciones, y es asi que mientras la planta

obtiene una fuente de carbono y nutrientes, el endofito adquiere azucares (Pant et al., 2017).

En los ecosistemas naturales, el nitrogeno 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-heterotrofo
(protocormo), y el hongo Tulasnella calospora, a fin de establecer la dindmica 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 informacién 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
que obtienen nitrogeno, fésforo 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), nitrégeno y carbono (por
degradacion de los pelotones) del hongo, al tiempo que liberan azlcares que son absorbidos por

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

Uso de isétopos 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
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-heterotrofas con aquellas autétrofas, se observa una

mayor abundancia de los is6topos *3C y °N en el primer grupo, mientras que cuando se estudian
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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 autétrofas se asocian con hongos que se comportan

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

Los estudios sobre aportaciones nutricionales en la asociacion hongo-orquidea se han basado
principalmente en el andlisis de isotopos estables de carbono y nitrogeno. Mas recientemente,
la cuantificacion de is6topos de hidrégeno 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-heterétrofas presentan los valores de abundancia de 2H mas altos,
mientras que las autotrofas exhiben los méas bajos. En este contexto, Gebauer et al. (2020)
analizaron la abundancia isotopica de *C, °N, ?H y 80 en ocho especies de orquideas
pertenecientes a dos grupos funcionales diferentes (con y sin pigmentos fotosintéticos). La
incorporacion de la determinacion de 2H permiti6 distinguir entre carbono proveniente de
hongos y aquel obtenido por fotosintesis, en casos en los cuales la estimacion de **C y *N no

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

La transicion entre especies fotoautétrofas y mico-heterotrofas esta 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-heterétrofas, exhiben
diferentes grados de dependencia para la obtencion de carbono por medio de la asociacién con
hongos micorrizicos. De este modo, las especies parcial y totalmente mico-heterotrofas 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 interactan 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 endéfitos 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 endofitos de otros grupos. Este
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fue uno de los primeros estudios en demostrar que las orquideas mico-heterotrofas tropicales
se asocian con hongos formadores de ectomicorrizas, obteniendo carbono de otra planta a través

del micelio.
Orquideas mico-heterotrofas que explotan a hongos saprofitos

La familia Orchidaceae agrupa a casi la mitad de las especies vegetales completamente
mico-heter6trofas actualmente identificadas (Merckx, 2013). Gastrodia elata es una orquidea
abundante en el continente asiatico que completamente mico-heterotrofa (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 simbiotica, aislamiento e identificacion molecular
de enddfitos, 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 asociacion con especies fungicas saprofitas.

En 2019, se realiz un estudio comparativo entre los hongos que forman micorrizas con las
variantes verdes y albinas de Goodyera velatina, una orquidea frecuentemente asociada a
hongos saprdfitos. El estudio de ambas variantes, pertencientes a una misma especie, ofrecen
un gran modelo para evaluar diferencias fisioldgicas, dado que el antecedente genético es el
mismo (Suetsugu et al., 2019). Se realizaron analisis 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 is6topos, 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 obtencion de carbono para su
crecimiento. Por su parte, las variantes verdes exhibieron bajos contenidos de 3C y niveles de
15N muy similares a los detectados en otras plantas autotrofas. Esto indicaria que estas variantes
serian fotoautotrofas pero que también obtienen una fuente extra de carbono por medio de la

asociacion con ciertos hongos formadores de ectomicorrizas.
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Orqguideas mico-heterotrofas que explotan a hongos micorrizicos de otras plantas

Las especies parcialmente mico-heterotrofas suelen asociarse a hongos formadores de
ectomicorrizas, exhibiendo diferentes grados de dependencia para la obtencion de carbono y
nitrégeno, que pueden ser determinadas mediante andlisis de isotopos 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 saprofitos (Ogura-Tsujita et al., 2012).

La reduccion 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-heterdtrofas), parece haber sido un proceso gradual
(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-heterotrofico) en relacién a
los hongos micorrizicos con los cuales se asocia para la obtencidén de carbono. La especie
seleccionada para su estudio fue Oreorchis indica, orquidea en ocasiones vinculada a un tipo
de nutricion totalmente micoheterétrofa, 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 analisis de isétopos, aislamiento e identificacion de endofitos,
respectivamente. Un aspecto importante sobre la colecta, es que para la toma de muestras de
hojas de otras plantas autétrofas, 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 (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 interaccidn, 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 nutricion 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.
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Sucesion 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 dispersién 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 germinacion 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 nutricién que caracteriza a la
especie (autotrofa, mixotrofa o completamente mico-heterotrofa). Es este grado de dependencia
junto al nivel de especializacién 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 interactla 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).

Evidencias del papel de los hongos en el efecto nodriza en Orchidaceae

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 region, 30 son nativas y 42 endémicas, un 14 % de ellas
se encuentran en peligro de extincidn, 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
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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
(YYeung, 2017). Si bien estos aspectos facilitan la germinacion asimbidtica, 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
germinacién asimbidtica 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 0 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 conespecifico, igualmente no
estaria en contradiccidn 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 germinacion 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 Gltimo 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 endéfitos provenientes de raices de esa misma especie. Para esto se hizo una busqueda
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 calculd 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 indice tomaria
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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 mas 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

Proporcion 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 beneficas 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 relacion a hongos enddgenos 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 procedidé 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 indice
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de eficiencia por debajo de 1. (Fig. 5) Esto sugiere que la mayoria de especies de orquideas

germinan mejor con hongos endofitos 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 germinacion, 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.

Interaccién 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 aparicion de las orquideas habria ocurrido durante el Cretacico
tardio (76 millones de afios atras), logrando atravesar la extincién 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 tamafio “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 antagénicas (Jacquemyn et al., 2015). En las
redes de interaccion mutualista, las especies especialistas interactlan con generalistas, mientras
que las generalistas interacttan 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 més diversas (Sobral & Magrach, 2019). Por
su parte, en las redes de interaccion antagonicas, el numero 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 médulos diferentes (Stouffe & Bascompte, 2011). En el caso de
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las asociaciones entre hongos micorrizicos y orquideas, el miembro fangico 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
fangicas, 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 compartimentalizacion reduce el riesgo de extincién, 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 generos 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 carécter 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
actuan como conectores y que hacen que estos compartimentos funcionen como una red mejor
conectada. Por otra parte, se observé 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 asociacién 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 ecoldgico), 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 actlan
como factores que conducen a la especiacion del género Teagueia, Suérez et al. (2016)
realizaron un estudio en un area localizada en la provincia de Tungurahua, ubicada en la zona
centro de Ecuador. El género Teagueia constituye un excelente ejemplo de radiacién 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 asociacién con hongos micorrizicos seria un factor clave
para la coexistencia de especies cercanamente emparentadas. Los resultados de Suarez 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.
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 relacion que se establece entre especies facilitadoras y su contraparte, la
especie beneficiaria, ha sido extensamente utilizado en planes de restauracion, 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 interaccidn, resultan clave para el desarrollo de planes exitosos. En el caso de las orquideas,

el conocimiento detallado del hongo en interaccion con el cual la germinacion de la especie es
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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 sélo posibilitan revertir la situacion en la que se encuentran
diferentes especies de orquideas (baja preocupacion, proxima a estar amenazada, vulnerable,
en peligro de extincidn, en peligro critico, extinta en la naturaleza, o extinta), sino también la

de las especies con las cuales estas orquideas interacttan.

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

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

Poco se sabe acerca de la comunidad fungica asociada a este grupo de plantas y en particular,
para las especies endémicas (especies de distribucion restringida a un territorio determinado),
se desconoce cuéles son los modos de nutricion (autétrofas, mixoétrofas 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 fisiol6gico (debido a la
mayor fluctuacion climatica 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 mas 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 extincién tales como ciertos helechos, musgos,

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

Adicionalmente, se realiza la revision 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 reintroduccicn. = 3 -—‘
Distribucion y abundancia de hongos micorrizicos asociados. — 2

’_t

’7 Viabilidad de semillas. ‘
Estado de conservacién de la orquidea. ' '|c' l

Figura 6. Principales aspectos a considerar en un plan de reintroduccion 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 interactta en las diferentes etapas de su ciclo de vida. Es decir, se debe conocer el
miembro fangico al cuél 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 distribucion de orquideas, es la abundancia y distribucion de hongos
micorrizicos compatibles (Winkler et al., 2009). En relacion al segundo aspecto, es importante
tener en cuenta cudles son las condiciones ecoldgicas que caracterizan al ambiente en el cual la
orquidea sera reintroducida, cudles 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 fecundacion 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 reintroduccion, 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 tépicos planteados en el presente apartado, es la
creacion 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 deposito 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).

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 biético, como
la incidencia de algun fitopatdégeno (Pant et al., 2017). En este contexto, la incorporacion de
técnicas moleculares representd un fuerte impulso para esta temética, ya que posibilito la
identificacion y caracterizacion del miembro fangico involucrado en esta intrigante asociacion.
Por su parte, la aplicacion de estudios de isétopos estables, brindé informacion muy valiosa
acerca del tipo de nutricidn caracteristica de cada orquidea, el grado de dependencia respecto
al miembro fangico 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 nutricidn, 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, permitié 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 aln continian sin

respuesta: ¢cual es el mecanismo que subyace a la eleccion del hongo micorrizico con el cual
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una determinada especie de orquidea se asocia?, ¢existe algun tipo de sefial entre ambos
miembros que aun no ha sido identificada?, ;por qué no se asocia con otros hongos?, ¢qué
determina el recambio del socio flngico?, ¢se trata simplemente de una modificacion en los
requerimientos de la orquidea?, ¢cuéles son los beneficios concretos para el hongo?, ¢qué
factores determinan realmente la ocurrencia de las sucesion fungica?. Estos y otros
interrogantes, constituirdn el punto de partida de futuras investigaciones, cuyos resultados

permitirdn avanzar en la comprension de una de las familias mas enigmaticas del reino Plantae.
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 que 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 combinacién 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 germinacién
simbidtica) siguen un protocolo que podria ser circular en su disefio experimental ya que
usualmente se descartan y casi nunca (0 nunca) llegan a ser utilizados en los ensayos de
germinacion aquellos hongos que no cumplan con las caracteristicas de los Ilamados hongos
tipo Rhizoctonia y otros ya tradicionalmente asociados a la micorrizacion 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 maés decisivo.

CONCLUSIONES
1- Las plantas adultas de una comunidad de orquideas muy probablemente ejercen un

efecto nodriza sobre las semillas y plantulas de orquideas a través de las redes
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miceliales que se establecen entre ellas por el interior y superficie de los sustratos y

troncos de los diversos ecosistemas.

2- El habito tréfico 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 solo 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 promocion 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.

Referencias
Ackerman, J. D., & Lauri, R. K. (2018). Piperia cooperi. In J. F. (eds.), Jepson eFlora.

Adhikari, Y. P., Fischer, A., & Fischer, H. S. (2016). Epiphytic orchids and their ecological
niche under anthropogenic influence in central Himalayas, Nepal. Journal of Mountain
Science, 13, 1-11. doi:101007/s11629-015-3751-z

Adhikari, Y. P., Fischer, H. S., & Fischer, A. (2012). Host tree utilization by epiphytic orchids
in different land-use intensities in Kathmandu Valley, Nepal. Plant Ecology, 213, 1393—
1412. d0i:10.1007/s11258-012-0099-0

Aggarwal, S., Nirmala, C., Beri, S., Rastogi, S., & Adholeya, A. (2012). In vitro symbiotic seed
germination and molecular characterization of associated endophytic fungi in a
commercially important and endangered Indian orchid Vanda coerulea Griff. ex Lindl.

european Journal of environmental sciences, 2, 33-42.

Arditti, J., & Ghani, A. K. (2000). Numerical and physical properties of orchid seeds and their
biological implications. New Phytologist, 145(2), 367-421.

35



Arredondo-Nufez, A., Badano, E. I., & Bustamante, O. (2009). How beneficial are nurse
plants? A meta-analysis of the effects of cushion plants on high-Andean plant
communities. Community Ecology, 10(1), 1-6. doi:10.1556/ConEc.10.2009.1.1

Atala, C., Baldelomar, M., Torres-Diaz, C., Pereira, G., Cacciuttolo, F., Vargas, R., & Molina-

Montenegro, M. A. (2020). Positive interaction between shrubs and native

orchids in a Mediterranean ecosystem. Brazilian Journal of Botany, 43, 1025-1036.
d0i:10.1007/s40415-020-00664-x

Baldelomar, M., Molina, M. (2018). Interacciones positivas como determinantes del
establecimiento y desempefio de orquideas en la zona mediterranea de Chile central.

Universidad de Talca (Chile). Instituto de Ciencias Bioldgicas.

Bao, X.-S., Shun, Q.-S., & Chen, L.-Z. (2001). The medicinal plants of Dendrobium (SHI-HU)
in China. Shanghai: Fudan University Publisher and Shanghai Medical University
Publishing House,.

Barbosa, M., Fernandes, G. W., Lewis, O. T., & Morris, R. J. (2017). Experimentally reducing
species abundance indirectly affects food web structure and robustness. The Journal of
Animal Ecology(86), 327-336.

Barretta Dos-Santos, L. Sant’Anal, A., Petini-Benelli, Pedroso-De-Moraes, C. (2015) Root
anatomy of galeandra leptoceras (orchidaceae). Lankesteriana International Journal on
Orchidology, vol. 15, nim. 2, agosto, 2015, pp. 159-165

Bascompte, J. (2010). Structure and dynamics of ecological networks. Science, 329, 765-766.

Bascompte, J., Jordano, P., Melian, C. J., & Olesen, J. M. (2003). The nested assembly of
plantanimal mutualistic networks. Proceedings of the National Academy of
Sciences(100), 9383-9387.

Bayman, P. 2012. Growing epiphytic orchids from seed: a simple, nonsterile, symbiotic
method. Orchids 81: 564-567.

Bayman, P., & Otero, J. T. (2006). Microbial endophytes of orchid roots. In B. Schulz, C.
Boyle, & T. N. Sieber, Microbial root endophytes, soil biology (pp. 153-177). Berlin:
Springer.

36



Bayman, P., Mosquera-Espinosa, A.T., Saladini-Aponte, C.M., Hurtado-Guevara, N.C. and
Viera-Ruiz, N.L. (2016), Age-dependent mycorrhizal specificity in an invasive orchid,
Oeceoclades maculata. American Journal of Botany, 103: 1880-1889.
https://doi.org/10.3732/ajb.1600127

Cai, J., Liu, X., Vanneste, K., Proost, S., Tsai, W.-C., Liu, K.-W., . .. Liu, Z.-J. (2015). The
genome sequence of the orchid Phalaenopsis equestris. Nature Genetics, 47(1), 65-72.
doi:10.1038/ng.3149

Cameron, D. D., Leake, J. R., & Read, D. J. (2006). Mutualistic mycorrhiza in orchids:
evidence from plant—fungus carbon and nitrogen transfers in the green-leaved terrestrial
orchid. New Phytologist, 171, 405-416.

Castro, J., Singer, R. (2019) A literature review of the pollination strategies and breeding
systems in Oncidiinae orchids. Acta Bot. Bras. doi: 10.1590/0102-33062019abb011

Cevallos, S., Sanchez-Rodriguez, A., Decock, C., Declerck, S., & Suarez, J. P. (2017). Are
there keystone mycorrhizal fungi associated to tropical epiphytic orchids? Mycorrhiza,
27, 225-232. d0i:10.1007/s00572-016-0746-8

Chang DCN, Chou LC, Lee GC. 2007. New cultivation method for Anoectochilus formosanus
Hayata. Orchid Science and Biotechnology 1:56-60.

Chen, Y., Gao, Y., Song, L., Zhao, Z., Guo, S., & Xing, X. (2019). Mycorrhizal fungal
community composition in seven orchid species inhabiting Song Mountain, Beijing,
China. Science China Life Sciences, 62, 838-847.

Chihiro, M., Katsushi, Y., Ryohei, M., Tatsuki, Y., Masako, F., Takahiro, Y., Haruko, I.,
Masahide, Y., Shuji, S.,Hironori, K. (2018) The Mycoheterotrophic Symbiosis Between
Orchids and Mycorrhizal Fungi Possesses Major Components Shared with Mutualistic

Plant-Mycorrhizal Symbioses

Clark, C. J., Poulsen, J. R., Levey, D. J., & Osenberg, C. W. (2007). Are plant populations seed
limited? A critique and meta-analysis of seed addition experiments. American
Naturalist, 170, 128-142.

Conservation Assessment Management Plan (CAMP). (2001). Endemic orchids of Western
Ghats. In C. Sathishkumar, B. V. Shetty, S. S. Bennet, T. Ananda Rao, S. Molur, & N.

(. Sally, Report of conservation assessment and management plan workshop. (p. 83).

37



Coimbatore: Wildlife Information Liaison Development Society. Zoo Outreach

Organization.

Costa-Joca, T. A. (2011) Chemical composition of cell walls in velamentous roots of epiphytic
Orchidaceae. DOI: 10.1007/978-3-642-20332-9_11

Cribb, P. J., Kell, S. P., Dixon, K. W., & Barrett, R. L. (2003). Orchid conservation: a global
perspective. In Orchid conservation (pp. 1-24). Kota Kinabalu: Natural History

Publications.

Darwin, C. R. (1877). The various contrivances by which orchids are fertilized by insects.

De la Orden, E. A. (2020). La Sucesién Ecoldgica. Editorial Cientifica Universitaria, 1-20.

Dearnaley, J. D. (2007). Further advances in orchid mycorrhizal research. Mycorrhiza, 17, 475—
486. doi:10.1007/s00572-007-0138-1

Dearnaley, J. D., & Cameron, D. D. (2017). Nitrogen transport in the orchid mycorrhizal
symbiosis — further evidence for a mutualistic association. New Phytologist, 213, 10—
12.

Dearnaley, J. D., Martos, F., & Selosse, M.-A. (2012). Orchid mycorrhizas: molecular ecology,
physiology, evolution and conservation aspects. In B. (. Hock, Fungal Associations (pp.
207-230). Berlin: Springer.

Decruse, S. W., Reny, N., Shylajakumari, S., & Krishnan, P. N. (2013). In vitro propagation
and field establishment of Eulophia cullenii (Wight) BI., a critically endangered orchid
ofWestern Ghats, India through culture of seeds and axenic seedling-derived rhizomes.
In Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant, 49, 520-528.
d0i:10.1007/s11627013-9521-0

Djordjevi¢, V., & Tsiftsis, S. (2020). The role of ecological factors in distribution and
abundance of terrestrial orchids. In J.-M. Meérillon, & H. (. Kodja, Orchids
Phytochemistry, Biology and Horticulture, (pp. 1-71). Cham: Springer.
d0i:10.1007/978-3-030-11257-8_4-1

Djordjevic, V., Tsiftsis, S., Lakusic, D., Jovanovic, S., Jacovljevic, K., & Stevanovic, V.
(2020). Patterns of distribution, abundance and composition of forest terrestrial orchids.
Biodiversity and Conservation, 29, 4111-4134. doi:10.1007/s10531-020-02067-6

38



Dutra, D., Kane, M., & Richardson, L. (2009). Asymbiotic seed germination and in vitro
seedling development of Cyrtopodium punctatum: a propagation protocol for an
endangered Florida native orchid. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), 96,
235-243. d0i:10.1007/s11240-008-9480-z

Ercole, E., Adamo, M., Rodda, M., Gebauer, G., Girlanda, M., & Perotto, S. (2015). Temporal
variation in mycorrhizal diversity and carbon and nitrogen stable isotope abundance in
the wintergreen meadow orchid Anacamptis morio. New Phytologist, 205(3), 1308—
1319. d0i:10.1111/nph.13109

Favre-Godal, Q., Gourguillon, L., Lordel-Madeleine, S., Gindro, K., & Choisy, P. (2020).
Orchids and their mycorrhizal fungi: an insufficiently explored relationship.
Mycorrhiza, 30, 5-22. doi:10.1007/s00572-020-00934-2

Figueroa, C. (2005. Root Character Evolution and Systematics in Cranichidinae, Prescottiinae
and Spiranthinae (Orchidaceae, Cranichideae).

Filazzola, A., Lortie, C. (2014). A systematic review and conceptual framework for the

mechanistic pathways of nurse plants. doi: 10.1111/geb.12202

Fochi, V., Chitarra, W., Kohler, A., Voyron, S., Singan, V. R., Lindquist, E. A., . . . Perotto, S.
(2017). Fungal and plant gene expression in the Tulasnella calospora—Serapias
vomeracea symbiosis provides clues about nitrogen pathways in orchid mycorrhizas.
New Phytologist, 213, 365-379. doi:10.1111/nph.14279

Gao, Y., Zhao, Z., Li, J., Liu, N., Jacquemyn, H., Guo, S., & Xing, X. (2020). Do fungal
associates of co-occurring orchids promote seed germination of the widespread orchid
species Gymnadenia conopsea? Mycorrhiza, 30, 221-228. doi:10.1007/s00572-
02000943-1

Gaskett, A. C., Gallagher, R. V. (2018). Orchid diversity: Spatial and climatic patterns from
herbarium records. doi: 10.1017/S1464793105006986

Gebauer, G., & Meyer, M. (2003). ®N and !3C natural abundance of autotrophic and
mycoheterotrophic orchids provides insight into nitrogen and carbon gain from fungal
association. New Phytologist, 160, 209-223.

39



Gebauer, G., & Schulze, E. D. (1991). Carbon and nitrogen isotope ratios in different
compartments of a healthy and a declining Picea abies forest in the Fichtelgebirge, NE
Bavaria. Oecologia, 211, 11-15.

Gebauer, G., Preiss, K., & Gebauer, A. C. (2016). Partial mycoheterotrophy is more widespread
among orchids than previously assumed. New Phytologist, 211, 11-15.

Gentry, A., Dodson, C. (1987). Diversity and Biogeography of Neotropical Vascular Epiphytes.
Annals of the Missouri Botanical Garden Vol. 74, No. 2 (1987), pp. 205233 (29 pages).

Gonzélez-Arnao, M. T., Hernandez-Ramirez, F., Dolce, N. R., Rascon-Diaz, M. P., &
CruzCruz, C. A. (2020). Cryobiotechnological Studies in Vanilla: The Orchid of
Multiindustrial Uses. In S. Khasim, S. Hegde, M. Gonzélez-Arnao, & K. (. Thammasiri,
Orchid Biology: Recent Trends & Challenges. (pp. 21-36). Singapore: Springer.

Gonzalez-Hernandez, E., Raventos, J., MUjica Benitez, E., & Bonet, E. (2007). Estructura y
ecologia de la poblacion del endemismo cubano Broughtonia cubensis (Orchidaceae) ,
en Cabo San Antonio, Peninsula de Guanahacabibes, Provinica de Pinar del Rio, Cuba.
LANKESTERIANA, 7(3), 469-478.

Govaerts, R., Bernet, P., Kratochvil, K., Gerlach, G., Carr, G., Alrich, P., Wood, J. J. (2017).
World checklist of Orchidaceae. The Board of Trustees of the Royal Botanic Gardens,

Kew.

Groeneveld, E. V., & Rochefort, L. (2002). Nursing plants in peatland restoration: on their
potential use to alleviate frost heaving problems. Finnish Peatland Society, 53(3-4),
73-85.

Han, J. Y., Xiao, H., & Gao, J. (2016). Seasonal dynamics of mycorrhizal fungi in
Paphiopedilum spicerianum (Rchb. f) Pfitzer — A critically endangered orchid from
China. Global Ecology and  Conservation, 2016, 327-338.
doi:10.1016/j.gecco.2016.03.011

Hedge, S. N. (2020). Status of orchid industry in India. In S. Khasim, S. Hegde, M.
GonzalezArnao, & K. (. Thammasiri, Orchid Biology: Recent Trends & Challenges
(pp. 11-20). Singapore: Springer.

Herrera, H., Garcia-Romera, I., Meneses, C., Pereira, G., & Arriagada, C. (2019). Orchid

mycorrhizal interactions on the Pacific side of the Andes from Chile. A Review.

40



Journal of Soil Science and Plant Nutrition, 19, 187—202. doi:10.1007/s42729-
01900026-x

Herrera, H., Valadares, R., Contreras, D., Bashan, Y., & Arriagada, C. (2017). Mycorrhizal
compatibility and symbiotic seed germination of orchids from the Coastal Range and
Andes in south central Chile. Mycorrhiza, 27, 175-188. doi:10.1007/s00572-016-07330

Herrera-Rus, 1., Pastor, J. E., & Juan, R. (2020). Fungal colonization associated with
phenological stages of a photosynthetic terrestrial temperate orchid from the Southern

Iberian Peninsula. Journal of Plant Research, 133, 807—825.

Hetherington-Rauth M. C. (2016) Evolution and diversity of floral scent chemistry in the
euglossine bee-pollinated orchid genus Gongora. Annals of Botany, Volume 118, Issue
1, July 2016, Pages 135-148, https://doi.org/10.1093/aob/mcw072

Huang, H., Zi, X.-M., Lin, H., & Gao, J.-Y. (2018). Host-specificity of symbiotic mycorrhizal
fungi for enhancing seed germination, protocorm formation and seedling development
of over-collected medicinal orchid, Dendrobium devonianum. Journal of Microbiology,
56(1), 42-48. doi:10.1007/s12275-018-7225-1

Hynson, N. A., Madesen, T. P., Selosse, M. A., Adam, |. K., Ogura-Tsujita, Y., & Roy, M.
(2013). “The physiological ecology of mycoheterotrophy,”. In V. S. Merckx,
Mycoheterotrophy: The Biology of Plants Living on Fungi (pp. 297-342). Berlin::
Springer-Verlag.

Illyés, Z., Ouanphanivanh, N., Rudnov, S., Orczan, A. K., & Bratek, Z. (2010). The most recent

results on orchid micorrhizal fungi in Hungary. Acta Biologica Hungarica, 61, 68-76.

Imhof, S., Massicotte, H. B., Melville, L. H., & Peterson, R. L. (2013). Subterranean
morphology and mycorrhizal structures. In V. (. Merckx, Mycoheterotrophy: the

biology of plants living on fungi (pp. 157-214). New York: Springer.

Jacquemyn, H., Brys, R., Cammue, B. P., Honnay, O., & Lievens, B. (2011). Mycorrhizal
associations and reproductive isolation in three closely related Orchis apecies. Annals
of Botany, 107(3), 347-56.

Jacquemyn, H., Brys, R., Lievens, B., & Wiegand, T. (2012a). Spatial variation in belowground
seed germination and divergent mycorrhizal associations correlate with spatial

segregation of three co-occurring orchid species. Journal of Ecology, 100, 1328-1337.

41



Jacquemyn, H., Brys, R., Merckx, V. S., Waud, V., Lievens, B., & Wiegand, T. (2014).
Coexisting orchid species have distinct mycorrhizal communities and display strong
spatial segregation. New Phytologist, 202, 616—627. doi:10.1111/nph.12640

Jacquemyn, H., Brys, R., Vandepitte, K., Honnay, O., Roldan-Ruiz, I., & Wiegand, T. (2007).
A spatially explicit analysis of seedling recruitment in the terrestrial orchid Orchis
purpurea. New Phytologist, 176(2), 448-459.

Jacquemyn, H., Brys, R., Waud, M., Busschaert, P., & Lievens, B. (2015). Mycorrhizal
networks and coexistence in species-rich orchid communities. New Phytologist, 206,
1127-1134. doi:10.1111/nph.13281

Jacquemyn, H., Micheneau, C., Roberts, D. L., & Pailler, T. (2005). Elevational gradients of
species diversity, breeding system and floral traits of orchid species on Réunion Island.
Journal of Biogeography, 32(10), 1751-1761. doi:10.1111/].1365-2699.2005.01307.x

Jacquemyn, H., Waud, M., Brys, R., Lallemand, F., Courty, P.-E., Robionek, A., & Selosse,
M.-A. (2017). Associations and trophic modes in coexisting orchids: an ecological
continuum between aauto and Mixotrophy. Frontiers in Plant Science, 8(1497.).
doi:10.3389/fpls.2017.01497

Jacquemyn, H., Waud, M., Merckx, V. S., Brys, R., Tyteca, D., Hedrén, M., & Lievens, B.
(2016). Habitat-driven variation in mycorrhizal communities in the terrestrial orchid
genus Dactylorhiza. Scientific Reports, 6, 1-9. doi:10.1038/srep37182

Johnson, T. R., Stewart, S. L., Dutra, D., Kane, M. E., & Richardson, 1. (2007). Asymbiotic and
symbiotic seed germination of Eulophia alta (Orchidaceae)—preliminary evidence for

the symbiotic culture advantage. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 90, 313-323.

Joosten H, Gaudig G, Tanneberger F, Wichmann S, Wichtmann W. 2016. Paludiculture:
sustainable productive use of wet and rewetted peatlands. IN: Bonn A, Allott T, Evans
M, Joosten H, Stoneman R. (eds.) Peatland restoration and Ecosystem Services:

Science, Policy and Practice. Cambridge University Press/ British Ecological Society.

Jonasson, S. (2015). Las orquideas: engafiosas joyas de nuestra flora. Societat d'Historia
Natural de les Balears, 49-58.

Jost, L. (2004). Explosive local radiation of the genus Teagueia (Orchidaceae) in the upper
Pastaza Watershed of Ecuador. Lyonia, 7(1), 41-47.

42



Kaur, J., Phillips, C., & Sharma, J. (2021). Host population size is linked to orchid mycorrhizal
fungal communities in roots and soil, which are shaped by microenvironment.
Mycorrhiza, 31, 17-30. doi:10.1007/s00572-020-00993-5

Kosaka, N., Kawahara, T., & Takahashi, S. (2014). Vegetation influencing the establishment
and growth of the endangered Japanese orchid Cypripedium macranthos var. (AQUI
FALTA EL NOMBRE DE LA SUBSP.) Ecological Research, 29, 1003-1023.

Kottke, I., Setaro, S. D., Haug, I., Herrera, P., Cruz, D., Fries, A., . . . Suarez, J. P. (2013).
Mycorrhiza Networks Promote Biodiversity and Stabilize the Tropical Mountain Rain
Forest Ecosystem: Perspectives for Understanding Complex Communities. In B. J.
(eds), Ecosystem Services, Biodiversity and Environmental Change in a Tropical
Mountain Ecosystem of South Ecuador. Ecological Studies (Analysis and Synthesis)
(pp. 187-203). Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg.

Kumar, P., & Rawat, G. S. (2009). Eulophia flava. Orchid Review, 117, 154-157.

Kumar, P., Tewari, R., & Rawat, G. (2011). Assisted pollination and seed formation for
conservation of Eulophia flava (Orchidaceae): a case study from Himalayan Foothills,
India. Richardiana, 12, 25-38.

Li, Y.-Y., Wang, H., & Guo, S.-X. (2018). Protocols for Establishing Fungi-Protocorm Culture.
In Y.-I. Lee, & E. C.-T. Yeung, Orchid Propagation: From Laboratories to
Greenhouses—Methods and Protocols (pp. 61-69). New York: Springer.
d0i:10.1007/978-1-4939-7771-0_3,

Liu, H., Luo, Y. B., Heinen, J., Bhat, M., & Liu, Z. J. (2014). Eat your orchid and have it too:
a potentially new conservation formula for Chinese epiphytic medicinal orchids.
Biodiversity Conservation, 23, 1215-1228.

Liu, H., Luo, Y., & Liu, H. (2010). Studies of mycorrhizal fungi of Chinese orchids and their

role in orchid conservation in China — a review. Botanical Reviews, 76, 241-262.

Liu, H., Luo, Y.-B., & Liu, Z.-J. (2013). Using guided commercialized cultivation models to
promote species conservation and sustainable utilization: an example from the Chinese
medicinal orchids. Biodiversity Science, 21(2), 132-135.
d0i:10.3724/SP.J.1003.2013.04139

43



Martos, F., Munoz, F., Pailler, T., Kottke, I., Gonneau, C., & Selosse, M. A. (2012). The role
of epiphytism in architecture and evolutionary constraint within mycorrhizal networks
of tropical orchids. Molecular Ecology, 21(20), 5098-5109. doi:10.1111/.1365-
294X.2012.05692.x

McCormick, M. K., & Jacquemyn, H. (2014). What constrains the distribution of orchid
populations? New Phytologist, 202(2), 392—400. doi:10.1111/nph.12639

McCormick, M. K., Taylor, D. L., Whigham, D. F., & Burnett Jr, R. K. (2016). Germination
patterns in three terrestrial orchids relate to abundance of mycorrhizal fungi. Journal of
Ecology, 104, 744-754. doi:10.1111/1365-2745.12556

McCormick, M. K., Whigham, D. F., & Canchani-Viruet, A. (2018). Mycorrhizal fungi affect
orchid distribution and population dynamics. New Phytologist, 218, 1207-1215.
doi:10.1111/nph.15223

McCormick, M. K., Whigham, D. F., Sloan, D., O’Malley, K., & Hodkinson, B. (2006).
Orchid—fungus fidelity: a marriage meant to last? Ecology, 87, 903-911.

Menchaca Garcia, R. E. (2011). Manual para la propagacion de orquideas. México: Comision

Nacional Forestal.

Meng, Y.-Y., Shao, S.-C., Liu, S.-J., & Gao, J.-Y. (2019). Do the fungi associated with roots
of adult plants supportseed germination? A case study on Dendrobium exile
(Orchidaceae). Global Ecology and Conservation, 17, e00582.
doi:10.1016/j.gecco.2019.e00582

Merckx, V. (2013). Mycoheterotrophy: The biology of plants living on fungi. New Yor:
Springer,.

Merckx, V. S., Mennes, C. B., Peay, K. G., & Geml, J. (2013). Evolution and diversification.
In V. S. Merckx, Mycoheterotrophy: The biology of plants living on fungi (pp. 215-
244). New York: Springer.

Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible y Universidad Nacional de Colombia. (2015).
Plan para el estudio y la conservacién de las orquideas en Colombia. Bogota D. C.:

Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible y Universidad Nacional de Colombia.

Molina-Montenegro, M. A., Ricote-Martinez, N., Mufioz-Ramirez, C., Torres-Diaz, C.,

Gomez-Gonzélez, S., & Gianoli, E. (2013). Positive interactions between the lichen

44



Usnea antarctica (Parmeliaceae) and the native flora in Maritime Antarctica. Journal
of Vegetal Science, 24, 463-472.

Mondragon, D., & Dutra Elliott, D. (2013). The Population Dynamics of Epiphytic Orchids: A
Review and Methodological Guide. In L. e. (eds.), Treetops at Risk: Challenges of
Global Canopy Ecology and Conservation (pp. 377-384). New York: Springer.

Mosquera-Espinosa AT, Bayman P, Prado GA, GoOmez-Carabali A, Otero JT. 2012.
Pathogenicity of orchid mycorrhizal fungi (Ceratobasidium sp.) on rice and biocontrol
of Rhizoctonia solani Sheath Blight. Micologia 105:141-150

Non-random spatial structuring of orchids in a hybrid zone of three Orchis species. (2012b).
New Phytologist, 193, 454-464.

Novoa, P., Espejo, J., Cisternas, M., Rubio, M., & Dominguez, E. (2015). Guia de campo de
las orquideas chilenas. Santiago de Chile: Corporacion Chilena de la Madera (CORMA.

Nufiez, C. 1., Aizen, M. A., & Ezcurra, C. (1999). Species associations and nurse plant effects

in patches of high-Andean vegetation. Journal of Vegetation Science, 10, 357-364,.

Odum, E. (1968) Energy Flow in Ecosystems: A Historical Review, American Zoologist,
Volume 8, Issue 1, Pages 11-18, https://doi.org/10.1093/icb/8.1.11

Ogura-Tsujita, Y., Yokoyama, J., Miyoshi, K., & Yukawa, T. (2012). Shifts in mycorrhizal
fungi during the evolution of autotrophy to mycoheterotrophy in Cymbidium
(Orchidaceae). American Journal of Botany, 99, 1158-1176.

Oja, J., Kohout, P., Tedersoo, L., Kull, T., & Kéljalg, U. (2015). Temporal patterns of orchid
mycorrhizal fungi in meadows and forests as revealed by 454 pyrosequencing. New
Phytologist, 206, 1608-1618.

Orejuela Gartner, J. E. (2010). La conservacién de orquideas en Colombia y un caso en proceso
en la cuenca del rio Cali, municipio de Santiago de Cali, Valle del Cauca, Colombia.

Ano Internacional de la biodiversidad.

Ovando, I., Damon, A., Bello, R., Ambrosio, D., Albores, V., Adriano, L., & Salvador, M.
(2005). Isolation of endophytic fungi and their potential for the tropical epiphytic
orchids Cattleya skinneri, C. aurantiaca and Brassavola nodosa. Asian Journal of Plant
Science, 3, 309-315.

45



Pant, B., Shah, S., Shrestha, R., Pandey, S., & Joshi, P. R. (2017). An Overview on Orchid
Endophytes. In A. Varma, R. Prasad, & N. (. Tuteja, Mycorrhiza - Nutrient Uptake,
Biocontrol, Ecorestoration (pp. 503-524). Cham: Springer. doi:10.1007/978-3-31968867-
1 26

Park, E.-J., & Lee, W. Y. (2013). In vitro symbiotic germination of myco-heterotrophic
Gastrodia elata by Mycena species. Plant Biotechnology Reports, 7, 185-191.
d0i:10.1007/s11816-012-0248-x

Pauw, A. (2006) Floral syndromes accurately predict pollination by a specialized oil-collecting
bee (Rediviva peringueyi, Melittidae) in a guild of South African orchids (Coryciinae).
DOI: 10.3732/ajh.93.6.917

Pecoraro, L., Caruso, T., Cali, L., Gupta, V. K., & Liu, Z.-J. (2018). Fungal networks and orchid
distribution: new insights from above- and below-ground analyses of fungal
communities. IMA Fungus, 9(1), 1-11. doi:10.5598/imafungus.2018.09.01.01

Pecoraro, L., Wang, X., Venturella, G., Gao, W., Wen, T., Gafforov, Y., & Gupta, V. K. (2020).
Molecular evidence supports simultaneousassociation of the achlorophyllous orchid
Chamaegastrodia inverta with ectomycorrhizal Ceratobasidiaceae and Russulaceae.
BMC Microbiology, 20(236), 1-13. doi:10.1186/s12866-020-01906-4

Pereira, M., da Silva Coelho, I., Valadares, R., Oliveira, S., Bocayuva, M., Pereira, O., . . .
Kasuya, M. (2014). Morphological and molecular characterization of Tulasnella spp.
fungi isolated from the roots of Epidendrum secundum, a widespread Brazilian orchid.
Symbiosis, 62, 111-121.

Perotto, S., Rodda, M., Benetti, A., Sillo, F., Ercole, E., Rodda, M., . . . Balestrini, R. (2014).
Gene expression in mycorrhizal orchid protocorms suggests a friendly plant—fungus
relationship. Planta, 239, 1337-1349. doi:10.1007/s00425-014-2062-x

Phillips, R. D., Dixon, K. W., & Peakall, R. (2012). Low population genetic differentiation in
the Orchidaceae: implications for the diversification of the family. Molecular Ecology,
21(21), 5208-5220. doi:10.1111/mec.12036

Rafter, M., Yokoya, K., Schofield, E. J., Zettler, L. W., & Sarasan, V. (2016). Non-specific
symbiotic germination of Cynorkis purpurea (Thouars) Kraezl., a habitat-specific

terrestrial orchid from the Central Highlands of Madagascar. Mycorrhiza, 26, 541-552.

46



Rasmussen, H. N. (2002). Recent developments in the study of orchid mycorrhiza. Plant Soil,
244, 149-163.

Reiter, N., Whitfield, J., Pollard, G., Bedggood, W., Argall, M., Dixon, K. W., . .. Swart, N.
(2016). Orchid re-introductions: an evaluation of success and ecological considerations

using key comparative studies from Australia. Plant Ecology, 217, 81-95.

Ren, H., Yang, L., & Liu, N. (2008). Nurse plant theory and its application in ecological
restoration in lower subtropics of China. Progress in Natural Science, 18, 137-142.
d0i:10.1016/j.pnsc.2007.07.008

Romero, C., Cuba-Diaz, M., & Silva, R. (2017). In vitro culture of Chloraea gavilu Lindl., an
endemic terrestrial orchid from Chile. Plant Biosystems, 152(4), 612-620.
d0i:10.1080/11263504.2017.1306001

Roy, M., Watthana, S., Stier, A., Richard, F., Vessabutr, S., & Selosse, M.-A. (2009). Two
mycoheterotrophic orchids from Thailand tropical dipterocarpacean forests associate

with a broad diversity of ectomycorrhizal fungi. BMC Biology, 7(51).

Sakamoto, Y., Ogura-Tsujita, Y., Ito, K., Suetsugu, K., Yokoyama, J., Yamazaki, J., . . . Maki,
M. (2016). The tiny-leaved orchid Cephalanthera subaphylla obtains most of its carbon
via mycoheterotrophy. Journal of Plant Research, 129, 1013-1020.

Sathiyadash, K., Muthukumar, T., Karthikeyan, V., & Rajendran, K. (2020). Orchid
Mycorrhizal Fungi: Structure, Function, and Diversity. In S. Khasim, S. Hegde, M.
Gonzalez-Arnao, & K. (. Thammasir, Orchid Biology: Recent Trends & Challenges (pp.
239-280). Singapore: Springer. doi:10.1007/978-981-32-9456-1 13

Schiff, J. L. (2018). What Are Orchids? In Rare and Exotic Orchids (pp. 29-50). Cham:
Springer. doi:10.1007/978-3-319-70034-2_2

Schweiger, J. M. (2019) Partial mycoheterotrophy in orchids. Dissertation, 2018 , Universitat
Bayreuth, Fakultat fiir Biologie, Chemie und Geowissenschaften.

Smit, C., Ouden, J. D., & Muller Scharer, H. (2006). Unpalatable plants facilitate tree sapling
survival in wooded pastures. Journal of Applied Ecology, 43(2), 305-312.

Smith, S. E., & Read, D. J. (2008). Mycorrhizal symbiosis. San Diego: Academic Press.

Sobral, M., & Magrach, A. (2019). Restaurando la funcionalidad de los ecosistemas: la

importancia de las interacciones entre especies. Ecosistemas, 28(2), 4-10.

47



doi:10.7818/ECOS.1737

Stewart, S. L., & Kane, M. E. (2006). Asymbiotic seed germination and in vitro seedling
development of Habenaria macroceratitis (Orchidaceae), a rare Florida terrestrial
orchid. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 86, 147-158.

Stewart, S. L., & Zettler, L. W. (2002). Symbiotic germination of three semiaquatic rein orchids
(Habenaria repens, H. quinquiseta, H. macroceratitis) from Florida. Aquatic Botany,
72, 25-35.

Stewart, S. L., Zettler, L. W., Minso, J., & Brown, P. M. (2003). Symbiotic germination and
reintroduction of Spiranthes brevilabris Lindley, an endangered orchid native to
Florida. Selbyana, 24, 64-70.

Stockel, M., Tesitelova, T., Jersakova, J., Bidartondo, M. I., & Gebauer, G. (2014). Carbon and
nitrogen gain during the growth of orchid seedlings in nature. New Phytologist, 202,
606-615. d0i:10.1111/nph.12688

Stouffe, D. B., & Bascompte, ,. J. (2011). Compartmentalization increases foodweb persistence.
Proceedings of the National Academy of Sciences(108), 3648-3652.

Suarez, J. P., Eguiguren, J. S., Herrera, P., & Jost, L. (2016). Do mycorrhizal fungi drive
speciation in Teagueia (Orchidaceae) in the upper Pastaza watershed of Ecuador?
Symbiosis, 69, 161-168. doi:10.1007/s13199-016-0399-6

Suarez, J. P., Weil3, M., Abele, A., Garnica, S., Oberwinkler, F., & Kottke, I. (2006). Diverse
tulasnelloid fungi form mycorrhizas with epiphytic orchids in the Andean cloud forest.
Mycological Research, 110(11), 1257-1270.

Suetsugu, K., Haraguchi, T. F., Tanabe, A. S., & Tayasu, I. (2020). Specialized mycorrhizal
association between a partially mycoheterotrophic orchid Oreorchis indica and a
Tomentella taxon. Mycorrhiza, 31, 243-250. doi:10.1007/s00572-020-00999-z

Suetsugu, K., Yamato, M., Matsubayashi, J., & Tayasu, I. (2019). Comparative study of
nutritional mode and mycorrhizal fungi in green and albino variants of Goodyera
velutina, an orchid mainly utilizing saprotrophic rhizoctonia. Molecular Ecology,
28(18), 4290-4299. doi:10.1111/mec.15213

Swarts, N. D., & Dixon, K. W. (2009). Terrestrial orchid conservation in the age of extincti.
Annals of Botany, 104, 543-556.

48



Swarts, N. D., Sinclair, E. A., Francis, A., & Dixon, K. W. (2010). Ecological specialization in
mycorrhizal symbiosis leads to rarity in an endangered orchid. Molecular Ecology, 19,
3226-3242.

Swinfield, T., Afriandi, R., Antoni, F., Harrison, R. (2016) Accelerating tropical forest

restoration through the selective removal of pioneer species.

Taylor, A. F., Fransson, P. M., Hogberg, P., Hogberg, M. N., & Plamboeck, A. H. (2003).
Species level patterns in 3C and N abundance of ectomycorrhizal and saprotrophic

fungal sporocarps. New Phytologist, 159, 757-774.

Thébault, E., & Fontaine, C. (2010). Stability of ecological communities and the architecture
of mutualistic and trophic networks. Science(329), 853-856.

Toledo-Aceves, T., Lopez Barrera, F., Bonilla, M., Williams-Linera, G. (2020). Restauracion
Del Bosque De Niebla.

Tremblay, R. L., Ackerman, J. D., Zimmerman, J. K., & Calvo, R. N. (2005). Variation in
sexual reproduction in orchids and its evolutionary consequences: a spasmodic journey
to diversification. Biological Journal of the Linnean Society, 84(1), 1-54.
d0i:10.1111/j.1095-8312.2004.00400.x

Tsai, W.-C., Dievart, A., Hsu, C.-C., Hsiao, Y.-Y., Chiou, S.-Y., Huang, H., & Chen, H.-H.
(2017). Post genomics era for orchid research. Botanical Studies, 58(61), 1-22.
doi:10.1186/s40529-017-0213-7

Tsavkelova, E. A., Lobakova, E. S., Kolomeitseva, G. L., Cherdyntseva, T. A., & Netrusov, A.
I. (2003). Localization of associative cyanobacteria on the roots of epiphytic orchids.
Microbiology, 72, s86-91.

Tsiftsis, S., gtipkové, Z., & Kindlmann, P. (2019). Role of way of life, latitude, elevation and
climate on the richness and distribution of orchid species. Biodiversity and
Conservation, 28, 75-96. doi:10.1007/s10531-018-1637-4

Vanden Broeck, A., Van Landuyt, W., Cox, K., De Bruyn, L., Gyselings, R., Oostermeijer, G.,
. . . Mergeay, J. (2014). High levels of effective long-distance dispersal may blur
ecotypic divergence in a rare terrestrial orchid. BMC Ecology, 14(20), 1-14.
doi:10.1186/1472-6785-14-20

49



Vargas Abarzla, E., & Zafiga Molinier, L. (2010). Tiempor y Sucesion ecologica en Ramon
Margalef. ARBOR Ciencia, Pensamiento y Cultura, 1 6 3 - 1 7 1
doi:10.3989/arbor.2010.741n1016

Vaz, A. B., Mota, R. C., Bomfim, M. R., Vieira, M. L., Zani, C. L., Rosa, C. A., & Rosa, L. H.
(2009). Antimicrobial activity of endophytic fungi associated with Orchidaceae in
Brazil. Canadian Journal of Microbiology, 55, 1381-1391.

Vazquez, D. P., & Aizen, M. A. (2004). Asymmetric specialization: a pervasive feature of

plant—pollinator interactions. Ecology (85), 1251-1257.

Vitousek, P. M., & Howarth, R. W. (1991). Nitrogen limitation on land and in the sea: how can
it occur? Biogeochemistry, 13, 87-115.

Wang, Q.-X., Yan, N., Ji, D.-G., Li, S.-Y., & Hu, H. (2013). In vitro growth and carbon
utilization of the green-leaved orchid Dendrobium officinale are promoted by
mycorrhizal associations. Botanical Studies, 54(23), 1-9. d0i:10.1186/1999-3110-5423

Waterman, R. J., & Bidartondo, M. I. (2008). Deception above, deception below: linking
pollination and mycorrhizal biology of orchids. Journal of Experimental Botany, 59,
1085-1096.

Waterman, R., Bidartondo, M. L., Stofberg, J., Combs, J. K., Gebauer, G., Savolainen, V., . . .
Pauw, A. (2011). The effects of above-and belowground mutualisms on orchid

speciation and coexistence. The American Naturalist, 177(2), E54-E68.

Waud, ,. M., Busschaert, P., Lievens, B., & Jacquemyn, H. (2016a). Specificity and localised
distribution of mycorrhizal fungi in the soil may contribute to co-existence of orchid
species. Fungal Ecology, 20, 155-165.

Waud, M., Wiegand, T., Brys, R., Lievens, B., & Jacquemyn, H. (2016b). Nonrandom seedling
establishment corresponds with distance-dependent decline in mycorrhizal abundance
in two terrestrial orchids. New Phytologist, 211(1), 255-264. d0i:10.1111/nph.13894

Wiens, J. J., Ackerly, D. D., Allen, A. P., Anacker, B. L., Buckley, L. B., Cornell, H. V., . ..
Stephens, P. R. (2010). Niche conservatism as an emerging principle in ecology and
conservation biology. Ecology Letters, 13, 1310-1324. doi:10.1111/j.1461-
0248.2010.01515.x

50



Winkler, M., Hilber, K., & Hietz, P. (2009). Population dynamics of epiphytic orchids in a
metapopulation context. Annals of Botany, 104, 995-1004. doi:10.1093/acb/mcp188

Xing, X., Gai, X., Liu, Q., Hart, M. M., & Guo, S. (2015). Mycorrhizal fungal diversity and
community composition in a lithophytic and epiphytic orchid. Mycorrhiza, 25, 289—
296. doi:10.1007/s00572-014-0612-5

Xing, X., Ma, X., Men, J., Chen, Y., & Guo, S. (2017). Phylogenetic constrains on mycorrhizal
specificity in eight Dendrobium (Orchidaceae) species. Science China Life Sciences, 60,
536-544. d0i:10.1007/s11427-017-9020-1

Xu, J. T., & Guo, S. X. (2000). Retrospect on the research of the cultivation of Gastrodia elata

BI, a rare traditional Chinese medicine. Chinese Medical Journal, 113, 686—692.

Yagame, T., & Yamato, M. (2013). Mycoheterotrophic growth of Cephalanthera falcata
(Orchidaceae) in tripartite symbioses with Thelephoraceae fungi and Quercus serrata

(Fagaceae) in pot culture condition. Journal of Plant Research, 126, 215-222.

Yam, T. W., Chua, J., Tay, F., & Ang, P. (2010). Conservation of the Native Orchids Through
Seedling Culture and Reintroduction—A Singapore Experience. The Botanical Review,
76, 263-274. doi:10.1007/s12229-010-9050-z

Yamazak, J., & Miyoshi, K. (2006). In vitro asymbiotic germination of immature seed and
formation of protocorm by Cephalanthera falcata (Orchidaceae). Annals of Botany,
98(6), 1197-206.

Yang, F.-S., Sun, A.-H., Zhu, J., Downing, J., Song, X.-Q., & Liu, H. (2017). Impacts of Host
Trees and Sowing Conditions on Germination Success and a Simple Ex Situ Approach
to Generate Symbiotic Seedlings of a Rare Epiphytic Orchid Endemic to Hainan Island,
China. The Botanical Review, 83, 74-86. d0i:10.1007/s12229-017-9178-1

Ye, D. P. (2006). Paphiopedilum spicerianum, a new record of orchidaceae from China. Acta
Physica Sinica, 44(4), 471.

Yeung, E. C. (2017). A perspective on orchid seed and protocorm development. Botanical
Studies, 58(33), 1-14. doi:10.1186/s40529-017-0188-4

Yeung, E. C., Li, Y., & Lee, Y. (2018). Understanding Seed and Protocorm Development in

51



Orchids. In Y. Lee, & E. C. Yeung, Orchid Propagation: From Laboratories to
Greenhouses—Methods and  Protocaols, (pp. 3-26). New York: Springer.
doi:10.1007/978-1-4939-7771-0_1,

Yokoya, K., Zettler, L. W., Kendon, J. P., Bidartondo, M., Stice, A. L., Skarha, S., . .. Sarasan,
V. (2015). Preliminary findings on identification of mycorrhizal fungi from diverse
orchids in the Central Highlands of Madagascar. Mycorrhiza, 25, 611-625.

Yuan, Z.-J., Chen, Y.-c., & Yang, Y. (2009). Diverse non-mycorrhizal fungal endophytes
inhabiting an epiphytic, medicinal orchid (Dendrobium nobile): estimation and
characterization. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 25, 295-303.
d0i:10.1007/s11274-008-9893-1

Zettler, L. W., & Corey, L. L. (2018). Orchid Mycorrhizal Fungi: Isolation and Identification
Techniques. In Y.-1. Lee, & E. C.-T. Yeung, Orchid Propagation: From Laboratories
to Greenhouses—Methods and Protocols (pp. 27-59). New York,: Springer.
do0i:10.1007/978-1-4939-7771-0_2,

Zotz, G., & Vollrath, B. (2003). The epiphyte vegetation of the palm Socratea exorrhiza—
correlations with tree size, tree age and bryophyte cover. Journal of Tropical Ecology,
19, 81-90.

52



