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Resumen

Estudios como el presente trabajo son importantes debido a que permiten
determinar la especificidad que existe entre los hongos simbidticos y orquideas en
condiciones de cultivo in vitro. El objetivo fue evaluar el efecto de diferentes aditivos
organicos para la germinacion, desarrollo y supervivencia de embriones y plantulas
de tres orquideas endémicas de México (Laelia autumnalis, Oncidium graminifolium
y Epidendrum miserum), durante su cultivo in vitro e in vitro dual. Para abordar esto,
se evaluaron diferentes metodologias de desinfeccion de semillas, las cuales
afectan su germinacién, encontrando que, con el método de jeringa, promueve el
porcentaje de germinacion de la orquidea L. autumnalis. Ademas, de evaluar el
crecimiento de los hongos en diferentes medios de cultivo, donde se observo que
las cepas probadas crecieron en mejor manera que en su medio de cultivo universal
(Papa-Dextrosa-Agar, PDA). De igual manera, se establecié una técnica de cultivo
de orquideas (in vitro dual) con el fin de facilitar la interaccion de planta-hongo,
emulando las condiciones naturales, observando el desarrollo de embriones en
estadios de desarrollo similares a los que se cultivaron en cultivo in vitro tradicional
y en un menor tiempo. Ademas, se determiné la funcién de las cepas Tulasnella
calospora, Tulasnella sp. y Serendipita vermifera y Morchella sp. sobre la
germinacion, desarrollo y supervivencia de plantulas de las tres especies de
orquideas seleccionadas, tanto en cultivo in vitro como in vitro dual, encontrando
una mayor afinidad de L. autumnalis y O. graminifolium hacia las cepas,
presentando porcentajes de germinacion mas altos que un control asimbiético en
interaccion directa. Sin embargo, el efecto positivo se fue perdiendo conforme los
embriones se desarrollaban, donde solo O. graminifolium con S. vermifera y
Morchella sp. tuvieron un desarrollo por encima del control. Los embriones de E.
miserum, no presentaron un efecto diferente al control en interaccion directa con las
cepas. No obstante, en una interaccion indirecta, los de la O. graminifolium, no se
demostré diferencias con el control. En las semillas de E. miserum Gnicamente con
T. calospora, se promovio la germinacion y el desarrollo, respondiendo de manera
positiva a la presencia de los hongos, posiblemente por el efecto de los compuestos
volatiles producidos por el hongo. Finalmente se evalué el efecto de aditivos
organicos al medio basico de avena (MBA) para la germinacion simbibtica,
desarrollo y supervivencia de las orquideas seleccionadas durante su propagacion
in vitro e in vitro dual, encontrando que los aditivos organicos solo tuvieron un efecto
positivo en un tratamiento asimbidtico para L. autumnalis y O. graminifolium.
Mientras que, para E. miserum, la germinacién aumentd en todos los tratamientos
comparados con MBA, el desarrollo de las plantulas fue favorecido en todos los
tratamientos. El presente estudio representa una contribucién a la biologia de la
interaccion entre plantas y hongos, reportando respuestas poco estudiadas como el
efecto de los compuestos volatiles derivado el cultivo simbiético. De la misma
manera, la optimizacion de métodos de cultivo in vitro, representa una herramienta
clave en las estrategias de propagacion y conservacion de esta familia de plantas.

Palabras clave: Cultivos in vitro, hongos simbidticos, orquideas, Tulasnella,
micorrizas.
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Abstract

Studies such as the present work are important because they allow to determine the
specificity that exists between symbiotic fungi and orchids under in vitro culture
conditions. The objective of this work was to evaluate the effect of different organic
additives for the germination, development and survival of three orchids endemic to
Mexico (Laelia autumnalis, Oncidium graminifolium and Epidendrum miserum)
during in vitro and in vitro dual culture. To study this, different seed disinfection
methodologies were evaluated, which affect their germination, finding that with the
syringe method the germination percentage of the L. autumnalis orchid was
promoted. In addition, the growth of the fungi in different culture media was
evaluated, determining a better growth of the different strains tested in the universal
culture medium (Potato-Dextrose-Agar, PDA). Similarly, an orchid culture technique
(in vitro dual) was established in order to facilitate the plant-fungus interaction,
emulating natural conditions, observing the development of embryos in stages of
development similar to those grown in in vitro culture traditional and in a shorter time.
In addition, during the work the function of the strains Tulasnella calospora,
Tulasnella sp. and Serendipita vermifera and Morchella sp. on the germination,
development and survival of seedlings of the three species of orchids selected, both
in vitro and in vitro dual culture, finding a greater affinity with L. autumnalis and O.
graminifolium towards the strains, presenting higher germination percentages than
an asymbiotic control in direct interaction. However, the positive effect was lost as
the embryos developed, where only O. graminifolium with S. vermifera and
Morchella sp. had a development above the control. The embryos of E. miserum,
did not present a different effect to the control in direct interaction with the strains.
However, in an indirect interaction, those of O. graminifolium, no differences with the
control were demonstrated. In the seeds of E. miserum only with T. calospora, the
germination and development were promoted, responding positively to the presence
of the fungi, possibly due to the effect of volatile compounds produced by the fungus.
Finally, the effect of organic additives to the MBA medium for symbiotic germination,
development and survival of selected orchids during in vitro and in vitro dual culture
was evaluated, finding that organic additives only had a positive effect in an
asymbiotic treatment for L. autumnalis and O. graminifolium. While, for E. miserum,
germination increased in all treatments compared to the basic oat medium, seedling
development was favored in all treatments. The present study represents a
contribution to the biology of the in vitro interaction between orchid germination and
symbiotic fungi, reporting little-studied responses such as the effect of volatile
compounds derived from symbiotic cultivation. In the same way, the optimization of
in vitro culture methods represents a key tool in the propagation and conservation
strategies of this family of plants.

Keywords: In vitro culture, symbiotic fungi, In vitro culture, orchids, Tulasnella
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1. Introduccion

El riesgo de extincibn de muchos géneros de orquideas (CITES, 2017), ha
incrementado la investigacion cientifica, con la finalidad de establecer protocolos
para la preservacion y conservacion efectiva de taxones endémicos o de distribucién
restringida. Una conservacion efectiva, depende de la reintroduccion de estas
plantas a sus habitats naturales con la finalidad de reforzar las poblaciones que han
sido mermadas por diferentes factores, o bien del desarrollo de programas para su

introduccién a zonas protegidas (Lando et al., 2016).

En el caso de la familia Orchidaceae, la germinaciéon de semillas es el método
preferido para la propagacion de especies raras 0 en riesgo, ya que permite
mantener la variabilidad genética (Batty et al., 2006). Dada su alta diversidad tanto
en formas como en habitats, algunos grupos de orquideas son mas dificiles de
propagar que otros. Las orquideas epifitas pueden ser propagadas
asimbiéticamente en cultivo in vitro utilizando medios nutritivos, sin embargo, este
método requiere la optimizacién de los componentes del medio para cada especie
y mantener condiciones axénicas, lo que consume tiempo y recursos (Aewsakul et
al., 2013). Por otro lado, las orquideas terrestres, especialmente las especies raras,
son casi siempre dificiles de propagar y establecer en el suelo en cantidades
suficientes para su conservacion, debido a su alta dependencia de hongos

micorricicos para su germinacion y subsecuente desarrollo (Fan et al., 2016).

En consecuencia, una alternativa para la germinaciéon de la semilla, puede ser la
utilizacién de hongos micorricicos y endéfitos que han reportado mejores resultados
qgue los métodos asimbidticos para muchas especies de orquideas (Aewsakul et al.,
2013). Sin embargo, debido a la alta especificidad planta-hongo que muestran
algunas orquideas (Kaur et al., 2019), se requiere el analisis de diferentes aislados
fungicos provenientes de cada especie que se desea propagar (Zettler & Corey,
2018). Durante muchos afios, se supuso que las orquideas en su fase adulta o al

menos desde que empiezan a realizar la fotosintesis, no son dependientes de un



hongo simbionte (micorriza) para su supervivencia, sin embargo, Thangavelu y
colaboradores (2010) observaron que, en condiciones naturales, las orquideas
mantienen asociaciones simbioticas durante todo su ciclo de vida con los hongos

micorricicos (Bagyalakshmi et al., 2010).

Aunado a esto, a nivel mundial existe muy poca investigacion encaminada al
establecimiento de plantulas (protocormos) en suelo o sustrato, particularmente en
preparacion para su traslado a sus sitios naturales y que a la vez, funcionen para
preservar a sus hongos asociados, que requieran de poca inversién econémica y
de tecnologias sencillas que puedan ser aplicadas por las personas que viven cerca

de estos sitios.

En diversas investigaciones, se han evaluado diferentes herramientas para inducir
o incrementar la germinacion de semillas de orquideas, con cultivos in vitro
simbidticos, en las que se utilizan cepas fungicas y varios sistemas de siembra de
cultivo in vitro. En estos estudios, se ha comparado la funcién de diferentes cepas
de hongos micorricicos o endéfitos sobre la germinacion, desarrollo y supervivencia
de plantulas de orquideas tanto epifitas como terrestres (Otero-Ospina y Bayman,
2009). Asi mismo, con el propdsito de incrementar los procesos de germinacion in
vitro, se ha utilizado también la adicion de diferentes aditivos organicos a un medio
basico en cultivo in vitro, como agua de coco y extractos de frutos como platano,

jitomates, entre otros (Flores-Escobar et al., 2008).

En la presente investigacion, se evalud el efecto de aditivos organicos para la
germinacion simbidtica, desarrollo y supervivencia de tres orquideas endémicas de
México (Laelia autumnalis, Oncidium graminifolium y Epidendrum miserum,)

durante su cultivo in vitro e in vitro dual.



2. Antecedentes

2.1. Hongos micorricicos

La definicién de micorriza, que literalmente significa “hongo-raiz”, fue propuesta por
Frank en 1885. Esta definicién describe la asociacién simbidtica, mutualista y no
patégena, que se lleva a cabo entre las raices de la planta y el micelio de hongos
especializados, en la cual ambas partes obtienen un beneficio. Los hongos
micorricicos reciben azucares de manera directa de las plantas, que son
indispensables para su desarrollo. A cambio, estos hongos captan nutrientes,
minerales y agua del sustrato, y los suministran a sus hospedantes vegetales para
su crecimiento y desarrollo posterior (Batty et al., 2002; Honrubia, 2009). Se ha
teorizado que los hongos formadores de micorrizas, han evolucionado al mismo
tiempo que las plantas terrestres, lo que permitio a este ultimo, colonizar los mismos

ambientes que sus hospedantes, las plantas (Brundrett et al., 2003).

2.2. Tipos de micorrizas

Se reconocen distintos tipos de micorrizas (Brundrett & Tedersoo, 2018), que
dependen de las especies fungicas y las especies vegetales con las que establecen
la asociacion, asi como de su estrategia nutricional, que determina si el hongo
penetra intracelularmente o no en las células corticales de la raiz de la planta. En
cualquier caso, en todos los tipos de micorrizas, esta interacciéon permite el
intercambio bidireccional de nutrientes. En este intercambio, los nutrientes
minerales son transferidos disueltos en agua desde el hongo hacia la planta,
mientras que la planta cede al hongo los azlcares derivados de su actividad
fotosintética. Sin embargo, en algunos casos, como ocurre en ciertas especies de
orquideas y plantas aclorofilicas, el intercambio puede ser unidireccional (Smith &
Read, 2008c; Honrubia, 2009; Brundrett & Tedersoo, 2018).



Actualmente, se reconocen cuatro subtipos principales de micorrizas que se
diferencian por su morfologia, tejido y nivel de raiz que colonizan, asi como por los
linajes de plantas que colonizan (Brundrett, 2017; Brundrett & Tedersoo, 2018).
Dentro de los cuatro subtipos principales existentes de las micorrizas, se
encuentran; las micorrizas arbusculares, las ectomicorrizas, las micorrizas ericoides

y las micorrizas orquideoides (Brundrett et al., 2017; Brundrett et al., 2018).

2.3. Endomicorrizas

Las micorrizas son referencias a un tipo de simbiosis entre las raices de las plantas
y los hongos. Estas asociaciones se dividen generalmente en dos tipos:
ectomicorrizas, donde los hongos no penetran las células del hospedero y
endomicorrizas, que pueden encontrarse en estructuras intracelulares (Bohm &

Hock, 1997).

Se denomina endomicorrizas, cuando un hongo forma estructuras en las células
corticales de la raiz, ademas de crecer en espacios intracelulares. Por lo tanto,
podemos encontrar un interfaz entre los hongos y la membrana de la planta, lo que
muestra que la planta y el hongo se encuentran en contacto directo entre si. Existen
varios tipos de endomicorrizas, siendo la mas conocida la micorriza arbuscular
(HMO), seguida por la micorriza ericoide y por altimo, la micorriza orquideoide (MO)
(Bohm & Hock, 1997; Marschner, 2012).

2.3.1. Micorriza orquideoide (MO)

La MO se caracteriza por la presencia o la formacion de enrollamientos hifales
(mejor conocidos como pelotones) en las células corticales de los rizoides o en las
raices de las plantas adultas (Smith & Read, 2008b).

Los HMO, difieren de los demas tipos de micorrizas, ya que puede colonizar tanto

en las células meristematicas, como a lo largo de la raiz, ademas el hongo pude
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recolonizar células viejas. Las MO son morfolégicamente diferentes de otras
micorrizas, ademas la MO, también se diferencia de las ectomicorrizas y las
micorrizas arbusculares vesiculo-arbusculares (VAM) en términos de su modo de
accion, ya que actua como una fuente de energia, minerales y nutrientes para la
planta hospedera (Rasmussen et al., 1995). Esta asociacion fungica muestra una
aparente especializacion limitada como hongo micorricico y evidencia de

coevolucién con sus hospederos (Sathiyadash et al., 2020).

2.4. Importancia de la micorriza

En diversas investigaciones, se ha demostrado que el beneficio de una inoculacion
fungica en las plantas no es necesario (Knudson, 1922), incluso se ha afirmado que
en plantas adultas el beneficio es “insignificante”, exceptuando a especies con
deficiencia de clorofila (Hadley, 1989; Batty et al., 2002). Sin embargo, otros
estudios han mostrado que existen multiples beneficios que obtienen las orquideas
adultas, y es probable que la mayoria de las orquideas terrestres estén obligadas a
tener micorrizas cuando éstas crecen en su habitat natural (Batty et al., 2002).
Experimentos con fésforo radioactivo, confirmaron que los hongos de las orquideas
pueden transportar fésforo a las raices (Smith, 1966; Alexander et al., 1984). Gran
parte de nuestro conocimiento sobre la especificidad de las asociaciones
micorricicas, proviene de estudios realizados en condiciones estériles, los cuales
han sido importantes para comprender la importancia de la asociacion fungica

durante la etapa de germinacion (Ramsay et al., 1986).

2.4.1. Simbiosis endodfitas vs micorricicas

Para las plantas, las relaciones de simbiosis son especialmente importantes para la
obtencién de nutrientes. El concepto de micorriza es funcional, donde se describe
dicha relacion como mutualista, en la cual tanto las plantas como los hongos se
benefician (Rasmussen et al., 1995; Cameron et al., 2007; Smith & Read, 2008a).
Por otro lado, el concepto de enddfitos se refiere a la ubicacion de un organismo
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dentro de los tejidos de una planta, sin asumir ni excluir la posibilidad de beneficios
mutuos (Stone et al., 2000; Batty et al., 2002).

Las micorrizas orquideoides (HMO), son un tipo de simbiosis que se forma entre los
hongos y las raices de las orquideas, permitiendo a las plantas obtener nutrientes,
minerales e incluso agua (Zelmer et al., 1996). Por otro lado, los hongos enddfitos
se definen como microorganismos que crecen dentro de los tejidos vegetales sin
causar sintomas evidentes de dafio (Batty et al.,, 2002; Bayman & Otero, 2006;
Stone et al., 2000).

Los informes existentes sobre los hongos enddfitos y las micorrizas en orquideas
estan estrechamente relacionados entre si y a menudo es dificil analizar estas

asociaciones y sus efectos por separado.

2.4.2. Supervivencia de las orquideas

La micorriza orquideoide (MO) ha demostrado tener un impacto significativo en el
bienestar de las orquideas, desde la etapa de germinacion hasta el desarrollo
posterior de los embriones e incluso a lo largo del ciclo de vida de la planta. La alta
produccion de semillas y su posterior desarrollo puede sugerir que la mortalidad de
estas plantas es extremadamente elevada. Las condiciones inadecuadas del
sustrato y de un entorno hostil, representan desafios adicionales para las semillas
de orquideas. Por un lado, las semillas tienen pocas reservas nutricionales
(endospermo) y, por otro lado, existe la dificultad de encontrar un micobionte
compatible (Rasmussen, 2002; Flores-Escobar et al., 2008).

En el caso de la conservacion o restauracion de poblaciones de orquideas, es de
suma importancia comprender las condiciones y las interacciones necesarias para
Su supervivencia, sin limitar ningun criterio durante la germinacion. Si no se conocen
estas condiciones, es posible que los programas de manejo y traslocacion de esta
familia de plantas no generen beneficios de conservacion a largo plazo (Batty et al.,
2006; Da Silva et al., 2018).



2.4.3. Transferencia de nutrientes de HMO

En el caso de las orquideas, la simbiosis con hongos micorricicos (HMO) es
fundamental para obtener nutrientes durante su germinacién y su desarrollo
posterior como plantulas (Rasmussen, 1995; Cameron et al., 2006; Rasmussen &
Rasmussen, 2009; Sathiyadash et al., 2020).

Los HMO tienen la capacidad de transferir nutrientes como carbono (C), nitrdgeno
(N), fésforo (P) y otros minerales a las plantas adultas de orquideas (Zhang et al.,
2018). Sin embargo, es importante destacar que la transferencia de nutrientes
puede ser unidireccional, es decir, del hongo a la planta (Hadley, 1989),
bidireccional, en ambos sentidos (Cameron et al., 2006) o incluso puede ocurrir de
manera independiente a la presencia de la micorriza (Sathiyadash et al., 2020).

2.5. Germinacion simbiética y no simbiética de semillas de orquideas

Las semillas de las orquideas extremadamente pequefias y contienen reservas
nutricionales limitadas (Arditti, 1967; Arditti et al., 2000). Usualmente estas semillas
no germinardn en un habitat natural por si mismas, Unicamente lo haran si son
colonizadas por algun hongo micorricico (HM). Cuando una semilla germina, se
forma una masa indiferenciada de células llamadas protocormo. El protocormo
continuara creciendo durante varias semanas, meses o0 incluso afos, dependiendo
de la especie, esto hasta que alcance un estadio de desarrollo que cuente con hojas

y raices.

Mediante la germinacion in vitro, se reproducen semillas en frascos de vidrio o
plastico sobre un medio de agar nutritivo que contiene los azlcares y minerales
necesarios para que las semillas germinen y crezcan. Existen de tipos de

germinacion in vitro: simbidtica y asimbidtica.



La germinacion in vitro simbidtica, implica la inoculacion de las semillas con hongos
micorricicos adecuados para que se establezca la asociacion simbidtica y las
semillas puedan germinar y crecer. Este enfoque permite replicar las condiciones
naturales de simbiosis y proporciona un medio 6ptimo para el desarrollo de las
plantulas (Rasmussen, 1995).

Por otro lado, la germinacion in vitro asimbidtica, se lleva a cabo sin la presencia de
hongos micorricicos. En este caso, se proporcionan los nutrientes y condiciones
adecuadas en el medio de agar para que las semillas germinen y desarrollen

plantulas sin la necesidad de la simbiosis con los hongos.

2.5.1. Biologia de los hongos en asociacion

En la naturaleza, las raices de las orquideas establecen asociaciones simbioticas
con una amplia diversidad de hongos, incluidos algunos denominados "falsas
micorrizas". Estos hongos invaden los tejidos de la planta y estimulan su
crecimiento, pero no forman las estructuras tipicas de una micorriza orquidacea
(enddfitos) (Bayman et al., 1997; Warcup, 1981). Estos hongos micorricicos no
orquidaceos (HMO) tienen un gran potencial para estimular la germinacion de las
semillas de orquideas, mejorar el desarrollo de los protocormos y promover el
crecimiento y la fase reproductiva de las plantas adultas (Liu et al., 2010).

Es importante destacar que la especificidad de la asociacion entre las orquideas y
los hongos es altamente selectiva, lo que significa que diferentes especies de
orquideas tienen requisitos especificos de hongos para su germinacién y desarrollo
exitosos. Esta diversidad de asociaciones simbioticas es un factor clave en la
adaptacion y la diversificacion de las orquideas en diferentes entornos (Pereira et
al., 2005).



2.5.2. Produccion de fitohormonas

Otro de los beneficios de estos microorganismos promotores del crecimiento vegetal
es la produccién de fitohormonas, que son utilizadas por las plantas hospederas
para sus mecanismos de crecimientos (Van Loon et al., 2007; Shoresh et al., 2010).
Existen reportes de biocompuestos activos que son producidos por los OM (HMO)
como el acido indol acético (AlA), acido giberélico (GAs), acido naftalenacético
(ANA), los cuales se han reportado como promotores del desarrollo de diferentes
especies de orquideas (Dan et al., 2012). También se cuenta con reportes de que
el acido giberélico y el ANA, son sintetizados por los HMO y pueden ademas
promover la elongacion en las raices de las algunas orquideas (Zhang et al., 1999).
Aislados fungicos de cepas de Tulasnella, mostraron la produccién de AIA en
condiciones de cultivo in vitro (Robinson et al., 1998). Se han detectado cantidades
significativas de esta auxina tanto en el micelio de los hongos como en el medio de
cultivo, la cual puede influenciar el proceso de colonizacion (Barroso et al., 2006).
Estudios anteriores han revelado que los HMO, son capaces de producir giberelinas,
auxinas, zeatina y ribosido de zeatina (Wu et al., 2002) y estas hormonas
promueven el crecimiento de algunas especies de orquideas (Yang-Lai et al., 2008;
Yang-Liu et al.,, 2008). En el caso de Gastrodia elata (Orchidaceae), se ha
observado que la germinacién de las semillas y el proceso de diferenciacién celular
son estimulados por las fitohormonas o los productos metabdlicos producidos por
los hongos (Guo & Xu, 1990). Estos hallazgos destacan la importancia de la
interaccion simbidtica entre las orquideas y los hongos micorricicos, no solo en la
provision de nutrientes, sino también en la produccion de fitohormonas que influyen

en el crecimiento y desarrollo de las orquideas.

2.6. Orquideas (Orchidaceae)

La familia Orchidaceae es una de las familias mas numerosas dentro de las
angiospermas, contando con alrededor de 25, 000 especies (World checklist of
Orchidaceae; Govaerts, 2023). La mayoria de las orquideas estan distribuidas en

regiones particulares y pueden estar muy afectadas por el habitat en comparacién
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con otras especies (Jacquemyn et al.,, 2007). Aunque no se han registrado
orquideas en los polos o0 en zonas desérticas, son muy abundantes en las zonas
tropicales (Chase, 2005).

La asociacién micorricica entre los hongos y las orquideas sirven como una fuente
de nutrientes y agua (Zelmer et al., 1996; Sathiyadash et al.,, 2020). La
especializacion en su polinizacion y sus asociaciones simbiéticas van de la mano
con la diversidad del taxén en la familia Orchidaceae (Cozzolino & Widmer, 2005;
Stewart & Kane, 2007). La belleza unica de la diversidad de las flores de las
orquideas esta directamente relacionada con la disminucion de sus poblaciones
naturales. Las asociaciones fangicas permiten a las orquideas sobrevivir en una
gran diversidad de habitats alrededor del mundo (Sathiyadash et al., 2020). En la
naturaleza las semillas no logran germinar en ausencia de un micobionte
(Sathiyadash et al., 2020).

El cultivo in vitro, ha sido exitoso para la propagacion de semillas (Knudson, 1922)
y de explantes (Arditti et al., 2008). Sin embargo, muchos de estudios enfocados en
la propagacion de orquideas solo se han centrado en una propagacion asimbidtica,
sin considerar la importancia que tiene la propagacion simbidtica. Rasmussen
(1995) sugirié que es necesario seguir trabajando con una germinacion simbiotica,

para lograr una propagacion exitosa.

La diversidad de especies de orquideas se puede apreciar no solo en los ejemplares
adultos durante la floracién, sino también en la variabilidad de tamafos, formas y
patrones de las semillas. Las semillas de las orquideas son de tamafios muy
diminutos que van de los 0.05 a los 6 mm de longitud, y de 0.01 a 0.93 mm de
ancho, el peso puede variar de 0.3 a 14 microgramos (Arditti et al., 2000). Las
capsulas de las orquideas pueden contener de 1, 300 a 4 millones de semillas
(Arditti, 1967).
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Las raices de las orquideas pueden diferir en algunos aspectos, dependiendo de su
biologia de vida (Rasmussen, 1995). Las raices de las orquideas epifitas y litéfitas
son similares al estar expuestas a la luz y el aire. Las raices aéreas tanto del habito
epifito como litéfito son perennes, fotosintéticas con un constante crecimiento a lo
largo de los afios (Muthukumar et al., 2018). En contraste, las raices de las
orquideas terrestres generalmente no son fotosintéticas, tienen una vida promedio
de tres afios y experimentan cambios en su crecimiento y arquitectura segun las

estaciones (Bayman & Otero, 2006).

En esta investigacion estuvieron bajo estudio tres especies de orquideas (Laelia
autumnalis, Oncidium graminifolium y Epidendrum miserum) y a continuacion se

describen su taxonomia y caracteristicas principales.

2.6.1. Laelia autumnalis (Lex.) Lindl.

Es una especie de orquidea epifita que se encuentra en México y América Central.
Es una especie relativamente pequefia, con pseudobulbos de aproximadamente 5
cm de longitud y hojas estrechas y alargadas. Produce una inflorescencia que puede
llevar de 2 a 6 flores, cada una de las cuales miden alrededor de 5 cm de diametro.
Las flores de esta especie son de color rosa palido a blanco, con un labio amarillo
en la base. Esta especie fue descrita por primera vez por el botanico aleman
Heinrich Gustav Reichenbach en 1854. Desde entonces, ha sido objeto de estudio
en diversos aspectos, como su taxonomia, morfologia, fisiologia y ecologia
(Halbinger & Soto Arenas, 1997).

En cuanto a su taxonomia, Laelia autumnalis pertenece a la familia Orchidaceae,
subfamilia Epidendroideae y tribu Epidendreae. Esta clasificacion taxondémica nos
ayuda a entender su relacién con otras especies de orquideas y su posicién dentro
de la diversidad de la familia Orchidaceae.
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En términos de ecologia, L. autumnalis es una especie epifita que crece en arboles
y arbustos, incluso en lugares rocosos y expuestos donde utiliza sus raices aéreas
para obtener nutrientes y agua. Tiene una distribucion geografica amplia, que
abarca desde el sur de México hasta Honduras. Desafortunadamente, en su habitat
natural, esta especie enfrenta amenazas debido a la degradacion del hébitat y la
recoleccion ilegal. L. autumnalis es una especie popular entre los aficionados debido
a su belleza y a su relativa facilidad de cultivo. Se utiliza un sustrato de corteza de
pino o de abeto para proporcionar un ambiente adecuado para su crecimiento. Es
importante regarla regularmente durante la temporada de crecimiento y asegurar
una buena ventilacion. Ademas, requiere una exposicion adecuada a la luz para
florecer (Dressler, 1993; Halbinger & Soto Arenas, 1997; Soto Arenas, 2005).

2.6.2. Oncidium graminifolium Lindl.

Esta orquidea es una especie que se encuentra en Ameérica Central y Sudamérica,
desde México hasta Brasil. Esta especie es reconocida por sus hojas que se
asemejan a la hierba y crecen en forma de roseta basal. Ademas, destaca por sus
inflorescencias largas y ramificadas, que pueden llevar numerosas flores pequefias
y brillantes. La especie fue descrita por primera vez por el botanico aleman Heinrich
Gustav Reichenbach en 1862 y desde entonces ha sido objeto de estudio en
diversos aspectos, como su taxonomia, morfologia, fisiologia y ecologia (Dressler,
1993; Reis et al., 2000).

O. graminifolium pertenece a la familia Orchidaceae, subfamilia Epidendroideae y
tribu Oncidiinae en términos de su taxonomia. Esta especie ha sido sometida a
varias revisiones taxonémicas y en la actualidad algunos autores consideran que su
posicion taxonémica podria ser modificada en el futuro. En cuanto a su ecologia, O.
graminifolium es una especie terrestre o rupicola (no encontré cita sobre reporte
generalista) que crece en lugares humedos y sombreados, como bosques,
matorrales y laderas de montafias. Esta especie es polinizada por insectos,

especialmente abejas y moscas. Para su cultivo, O. graminifolium es apreciada por
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los entusiastas de las orquideas debido a su facilidad de cultivo y sus hermosas
flores. Se recomiendan sustratos de corteza de pino o de abeto o con tezontle. El
riego debe ser regular durante la temporada de crecimiento y es importante
proporcionarle una adecuada ventilacion y exposicién a la luz, para favorecer su
floracion (Dressler, 1993; Reis et al., 2000; Drogue et al., 2012).

2.6.3. Epidendrum miserum Lindl.

Esta es una orquidea que se encuentra distribuida en América Central y
Sudamérica, desde México hasta Bolivia. Esta especie es conocida por sus tallos
delgados y erectos, sus inflorescencias largas y ramificadas que llevan flores
pequeinas y de colores brillantes. La especie fue descrita por primera vez por el
botanico francés Jean Baptiste Christophore Fuseé Aublet en 1775 y desde
entonces ha sido objecto de estudio en diversos aspectos, como su taxonomia,

morfologia, fisiologia y ecologia (Dressler, 1993; Hagsater & Soto Arenas, 2005).

En cuanto a su taxonomia, E. miserum pertenece a la familia Orchidaceae,
subfamilia Epidendroideae y tribu Epidendreae. Esta especie al igual que O.
graminifolium ha sido sometida a revisiones taxonémicas a lo largo de los afios por

lo que no es raro esperar en que en un futuro sea modificada (Dressler, 1993).

2.7. Cultivo in vitro de orquideas

Durante los ultimos afios se ha hecho cada vez mas relevante el trabajar técnicas
in vitro, para la propagacion por semillas o para la micropropagacion de orquideas.
Las orquideas son un grupo de plantas muy valoradas por su belleza y exética
apariencia, pero muchas de sus especies estan en riesgo debido a la pérdida de
habitat y la recoleccion ilegal (Soto Arenas et al., 2007). En este contexto, la
propagacion y el cultivo in vitro se han convertido en una alternativa muy efectiva
para producir nuevas plantas en un ambiente controlado y libre de enfermedades y
plagas, lo que puede reducir la necesidad de recolectar plantas silvestres (Castillo,
2004; Avila-Diaz y Salgado-Garciglia, 2006).
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En el articulo "Propagacion y mantenimiento in vitro de orquideas mexicanas para
colaborar en su conservacion" se describen los pasos necesarios para la
propagacion in vitro de orquideas, que incluyen la preparacion del medio de cultivo,
la desinfeccién de las plantas y la transferencia de las plantulas a un medio de
cultivo adecuado. También se discuten los factores que pueden afectar el éxito de
la propagacion in vitro, como la calidad de las semillas, la temperatura y la
iluminacién adecuadas. Destacando la importancia del mantenimiento adecuado de
las plantas para garantizar su supervivencia a largo plazo. Esto incluye la seleccién
de un sustrato adecuado, la fertilizacion y el control de las enfermedades y plagas
(Avila-Diaz y Salgado-Garciglia, 2006).

La aplicacion de técnicas de propagacion y cultivo in vitro en la conservacion de
orquideas mexicanas, es una alternativa muy prometedora para reducir la presion
sobre las poblaciones silvestres de estas plantas y garantizar su supervivencia a
largo plazo. En la actualidad existen diversos trabajos que proporciona informacién
atil y detallada sobre los pasos necesarios para llevar a cabo la propagacion y el
cultivo in vitro de orquideas y puede ser de gran interés para los investigadores,
profesionales y aficionados que se dedican a la conservacion de estas especies
(Batty et al., 2006; Avila-Diaz y Salgado Garciglia, 2006).

La germinacion in vitro de semillas de orquideas en un medio asimbiotico, es decir,
sin la presencia de hongos micorricicos, es un método que se ha utilizado
ampliamente en la propagacion de esta familia de plantas debido a su eficacia y
simplicidad. Sin embargo, la germinacion asimbidtica a menudo resulta en plantulas
débiles y con menor capacidad de sobrevivir en el medio ambiente natural (Fay,
2010; Rasmussen et al., 2015; Hemanta et al., 2021).

La germinacion simbiética de semillas de orquideas, que se lleva a cabo en
presencia de HMO, es un proceso mas lento y complejo que la germinacién

asimbidtica, pero resulta en plantas mas fuertes y sanas que tienen una mayor tasa
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de supervivencia al ser reintroducidas al medio ambiente natural (Batty et al., 2002,
2006; Smith & Read, 2008b; Herrera et al., 2017). Esto se debe a que las orquideas
dependen en gran medida de sus hongos micorricicos para obtener nutrientes y
energia durante las primeras etapas de crecimiento. Los hongos proporcionan
nutrientes y proteccién contra patdégenos, lo que permite que las semillas germinen
y se desarrollen de manera mas saludable. Por lo tanto, la germinacion simbiotica
es una herramienta importante en la conservacion de orquideas y en la produccion
de plantas de calidad para la reintroduccion en la naturaleza (Rasmussen, 2002;
Batty et al., 2006; Smith & Read, 2008b; Rasmussen et al., 2015). Es importante
tener en cuenta que cada especie de orquidea puede tener una relacion simbiotica
especifica con diferentes especies de HMO, lo que hace que el proceso sea mas
complejo y requiera de un conocimiento detallado de las interacciones especificas
entre las plantas y los hongos para lograr el éxito en la germinacion y cultivo de las

orquideas.

Existen trabajos como los de Dearnaley et al. (2010), donde evaluaron el efecto de
varias cepas de hongos micorricicos orquideoides en la germinacion in vitro de
semillas de orquideas. Se encontré que la presencia de micorrizas orquideoides
mejoro significativamente la germinacion y el crecimiento de las plantulas de
orquideas. Estos resultados fueron respaldados por otros estudios, incluyendo el
trabajo de (Galdiano et al., 2012), también con el trabajo de Sebano et al. (2015) y
el de Pant et al. (2017).

La micorrizacion in vitro de semillas de orquideas, ha sido ampliamente utilizada en
la propagacion de especies de orquideas amenazadas. Yagame et al. (2012)
demostraron que la micorrizacion in vitro con hongos micorricicos orquideoides
mejoro significativamente la germinacion de semillas de orquideas de la especie
Cephalanthera falcata. Este hallazgo fue traslapado a otros estudios con diferentes
especies, como el de Da Silva et al. (2018) sobre la germinacién in vitro de semillas
de la especie Oncidium baueri.
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La colonizacion por parte de los HMO, provoca que las orquideas adultas crezcan
de manera mas eficiente, que tengan una tasa reproductiva mas alta, mejora los
radios en la supervivencia ex vitro de las plantas, induce una floracibn mas
temprana, mejora la calidad de las flores, y reduce los riesgos de alguna
enfermedad (Chang, 2008). Por ejemplo, Acampe praemorsa que fue germinada de
manera in vitro y que fue inoculada con un HMO logro sobrevivir en condiciones ex
vitro (Sathiyadash et al., 2013).

La micorrizacion in vitro, también ha sido utilizada para mejorar la supervivencia de
plantulas de orquideas en condiciones de campo. En un estudio realizado por Zettler
& Corey (2018), evaluaron la efectividad de la micorrizacion in vitro en la
supervivencia de plantulas de orquideas en un habitat natural. Los resultados
mostraron que las plantulas micorrizadas tenian una mejor supervivencia en
comparacion con las no micorrizadas. Otros estudios, también respaldan la utilidad
de la micorrizacién in vitro en la conservacion de especies de orquideas
amenazadas (Arditti et al., 1990; Batty et al., 2006).

La micorrizacién in vitro ha demostrado ser efectiva en la mejora de la calidad de
las plantulas de orquideas. Un estudio de Smith et al. en el 2010, evaluo la calidad
de las plantulas de orquideas producidas por germinacién in vitro con y sin
micorrizacion. Se encontré que las plantulas micorrizadas eran mas vigorosas y
tenian una mayor capacidad de supervivencia que las no micorrizadas. Ademas, la
micorrizacion in vitro también puede ser utilizada para mejorar la eficiencia de la
produccion de plantulas de orquideas. Un estudio de Li et al. (2016) evalud la
produccion de plantulas de orquideas in vitro mediante la micorrizacion con
diferentes cepas de hongos micorrizicos orquideoides, se encontraron que la
micorrizacion mejoré significativamente la tasa de supervivencia de las plantulas y

aumentando el numero de plantas.

Ademas del uso de HMO para germinar las semillas de orquideas con fines de

micropropagacion, existen trabajos sobre con el uso de diferentes aditivos organicos
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para la germinacién de estas semillas. Un ejemplo es el trabajo realizado por
Carranza Alvarez et al. (2020), en el cual se trabajo con la especie Vanilla planifolia
Jack. ex Andrews, que es una orquidea de gran importancia economica. El objetivo
de dicho trabajo era establecer un protocolo de micropropagacion in vitro evaluando
el efecto de diferentes extractos organicos, incluyendo platano, pifia y agua de coco.
Los resultados que se obtuvieron mostraron, que en los medios de cultivo
enriquecidos se promovié la diferenciacion de los brotes de la orquidea. Esto
sugiere que no es necesario utilizar reguladores de crecimiento adicionales para

estimular el crecimiento y desarrollo de las plantulas.

Huh et al., (2016), realizaron un estudio con Cypripedium macranthos Sw., con el
objetivo de encontrar una alternativa para su propagacion y utilizaron la germinacién
in vitro a la cual se le afadieron diferentes aditivos al medio de cultivo. Los
resultados obtenidos demostraron qué al afiadir dicho aditivo a un medio de cultivo,
se promovié la germinaciéon y el posterior desarrollo de las plantulas, en

comparacion con aquellas germinadas en un medio comercial.

En el articulo titulado "Suplementos organicos para el cultivo in vitro del hibrido
Laeliocattleya (Orchidaceae)" (Menezes Gongalves et al., 2016), se examiné el
efecto de diferentes suplementos organicos en el cultivo in vitro del hibrido
Laeliocattleya. El estudio demostré que el uso de suplementos organicos en el
medio de cultivo, mejora significativamente el crecimiento y la viabilidad de las
plantulas germinadas de manera in vitro. Los autores también encontraron que el
tipo y la concentracion de los suplementos orgénicos tuvieron un efecto significativo
en el rendimiento de la propagacion in vitro especialmente el uso de extracto de
lentejas y extracto de papa en concentraciones optimas fue beneficioso para la
germinacion y el crecimiento de las plantulas. Este estudio tiene importantes
implicaciones para la produccion en masa de plantas de orquideas mediante cultivo
in vitro y demuestra que el uso de suplementos organicos, puede mejorar
significativamente la eficiencia y la calidad de la propagacion in vitro de

Laeliocattleya, con la posibilidad de ser aplicados en otras especies de orquideas.
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El articulo de Flores Escobar et al. (2008) describe un estudio sobre la propagacién
in vitro de una especie de orquidea endémica de México, Oncidium stramineum
Lindl.,, que se encuentra en peligro de extincion. El objetivo del estudio fue
desarrollar un protocolo de propagacion in vitro para esta especie que permita su
conservacion y propagacion. Los autores utilizaron diferentes reguladores de
crecimiento vegetal, asi como agua de coco para inducir la germinacion y el
crecimiento de las plantulas in vitro. Los resultados mostraron que el medio de
cultivo MS con agua de coco, influyé de manera positiva en todas las variables
evaluadas. Se observaron los mejores resultados en el desarrollo de las plantulas,
el tamafo de las hojas y la altura de las plantulas. Estos hallazgos indican que la
propagacion in vitro es una herramienta valiosa para la conservacion de especies
de orquideas amenazadas, como el caso de O. stramineum Lindl. Ademas, los
protocolos de cultivo in vitro desarrollados en este estudio pueden ser Utiles para la

propagacion de otras especies de orquideas en peligro de extincion.

El estudio "Efecto de los Compuestos Organicos en la Propagacion in vitro de
Stanhopea tigrina Bateman (ORCHIDACEAE)" realizado por David Moreno y
colaboradores en 2007, investigo los efectos de diferentes compuestos organicos
en la propagacion in vitro de Stanhopea tigrina Bateman, una especie de orquidea.
Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que el agua de coco y la
pulpa de platano tuvieron los mejores resultados en términos de longitud de las
plantulas, niamero de raices, formacion de pseudobulbos y supervivencia al
trasplante. Estos compuestos organicos utilizados como suplementos en el medio
de cultivo mostraron una influencia positiva en el desarrollo y crecimiento de las

plantulas de Stanhopea tigrina.

El estudio de Sreeramanan et al. (2009), tuvo como objetivo evaluar diferentes
aditivos organicos en el medio de cultivo para promover el desarrollo y crecimiento
de los PLBs de Phalaenopsis violacea. Los resultados mostraron que los aditivos
organicos tuvieron un impacto positivo en el crecimiento de los PLBs. Se observé

un aumento significativo en la multiplicacion y en el tamafio de los PLBs cuando se
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utilizé pulpa de platano. Ademas, los aditivos organicos demostraron mejorar la
calidad general de los PLBs, con un mejor enraizamiento y desarrollo de las
plantulas. Estos hallazgos sugieren que el uso de aditivos organicos en el cultivo de
P. violacea son benéficos para mejorar la propagacion in vitro de esta especie de
orquidea. Los aditivos organicos proporcionan nutrientes adicionales y compuestos
bioactivos que promueven el crecimiento y desarrollo saludable de los PLBs. Este
estudio resalta el uso de aditivos organicos, como una estrategia efectiva para
mejorar el crecimiento y desarrollo de los PLBs de P. violacea en cultivo in vitro,
teniendo implicaciones importantes para la propagacion y conservacion de esta

especie de orquidea.

Finalmente, el estudio realizado por Salazar-Mercado (2012), se centrd en el cultivo
in vitro de Cattleya mendelii, una orquidea endémica de Colombia en peligro de
extincion, con el objetivo de su conservacion y posible comercializacion. Durante la
investigacion, se evalud la germinacion asimbiotica y el desarrollo de plantulas de
las semillas de C. mendelii en medios de cultivo in vitro enriquecidos. Los resultados
obtenidos indicaron que el medio de cultivo Murashige-Skoog con agua de coco fue
el mas efectivo en términos de porcentaje de germinacion en comparacion con los
medios control y otros tratamientos. Esto sugiere que el uso de este medio
enriquecido puede ser una opcion altamente efectiva para la conservacion de C.

mendelii.
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3. Justificacion

En el caso de las orquideas, existen varios problemas cuando se germinan semillas
asimbidticas o simbidticas in vitro y se trasladan las plantulas crecidas a suelo como:
a) Mortalidad al extraerlas de las cajas de Petri; b) Mortalidad subsecuente de las
plantulas debido a fallas en el proceso de aclimatacién, causadas por las
condiciones de los sustratos; c) Falta de desarrollo adecuado de estructuras para
Su supervivencia, como suficiente biomasa o raices fuertes; d) Mortalidad de las
plantulas simbidticas debido a un desarrollo descontrolado del socio fungico; y e)
Desconocimiento de muchos de los mecanismos de accion de los hongos asociados

y de las condiciones adecuadas para un optimo establecimiento de la asociacion.

En México este tipo de trabajos ha sido escasamente explorado. Por otra parte, se
han realizado varios estudios que muestran el beneficio de adicionar diversos
aditivos organicos de bajo costo, para el desarrollo de orquideas en condiciones in
vitro e in vitro dual de forma asimbidtica. Estos aditivos incluyen agua de coco,
platano, jugo de tomate, papaya, liquido de café, miel, entre otros. Todos estos
como sustituto de productos sintéticos que ademas representan un mayor gasto
econdémico (Sreeramanan et al., 2009; Velazquez et al., 2016). Sin embargo, la
investigacion sobre el efecto de estos aditivos en plantulas germinadas
simbiéticamente en conjunto con los hongos, es escasa. Se menciona que muchos
de estos productos organicos contienen fitohormonas, compuestos fendlicos y
enzimas que promueven la division celular, la elongacion de la raiz y el desarrollo
de las plantas (Huh et al., 2016). Ademas, algunos de estos aditivos producen
sustancias antifungicas que en dosis adecuadas podrian ser utilizados para
controlar el crecimiento del hongo asociado una vez que se trasladen al sustrato
(Cortes et al., 2019).

Es asi que este estudio tiene como finalidad: a) Constatar el efecto benéfico de la
preinoculacion fungica de semillas de orquidea en medio de cultivo (in vitro); b)

Analizar el efecto del uso de aditivos organicos en el proceso de propagacion,
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desarrollo y supervivencia durante la transferencia de plantulas provenientes de
cultivo axénico y monoxénico en sustrato (in vitro dual). La cual consiste en germinar
semillas en frascos con medio de cultivo y un sustrato inerte, tratando de emular las

condiciones naturales.
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4. Hipétesis

El uso de aditivos organicos durante el cultivo in vitro simbidtico incrementa la
germinacion en semillas, desarrollo y supervivencia de embriones y plantulas en las
orquideas Laelia autumnalis, Oncidium graminifolium y Epidendrum miserum, lo

cual facilita su aclimatacion
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de aditivos organicos para la germinacion simbiética, desarrollo y

supervivencia de tres orquideas endémicas de México (L. autumnalis, O.

graminifolium y E. miserum) durante su cultivo in vitro e in vitro dual.

5.1.1. Objetivos especificos

Evaluar diversas metodologias para incrementar la germinacion de semillas
de tres orquideas (L. autumnalis, O. graminifolium y E. miserum), desarrollo
de cepas fungicas y sistema de siembra en cultivo in vitro dual.

Determinar el efecto de diferentes cepas de hongos micorricicos y un endofito
sobre la germinaciéon de semillas, desarrollo y supervivencia de plantulas de
las tres especies de orquideas, tanto en cultivo in vitro e in vitro dual.
Evaluar el efecto de la adicion de diferentes aditivos organicos a un medio
bésico en cultivo in vitro e in vitro dual, para la germinacion simbidtica y

desarrollo de plantulas.
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6. Materiales y métodos

6.1. Material biolégico

Se utilizaron semillas de capsulas maduras de las orquideas silvestres con
distribucién en Michoacan: Laelia autumnalis, Oncidium graminifolium y Epidendrum
miserum (Figura 1). Dichas especies han sido reportadas en alguna categoria de
riesgo. De igual manera se utilizaron 3 hongos micorricicos (Tulasnella calospora,
Tulasnella sp. y Serendipita vermifera) y un hongo enddfito (Morchella sp.) como un
control positivo, todos aislados de raices de orquideas michoacanas (Beltran-
Nambo, 2018) (Figura 2).

Figura 1. Floracion de las especies de orquideas mexicanas analizadas. A) L.

autumnalis, B) O. graminifolium y C) E. miserum. (Foto tomadas de (A) Maria de los

angeles Beltran Nambo, (B) Esthela Rodriguez y (C) Daniel Rosas Tinoco).
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Figura 2. Morfologia in vitro de las cepas fangicas utilizadas durante este proyecto.
Hongos micorricicos: T. calospora (A), Tulasnella sp. (B) y S. vermifera (C) y un

hongo enddfito: Morchella sp. (D).

6.2. Preparacion de los medios de cultivo

Para el subcultivo de las cepas fungicas en caja Petri, se prepar6 medio Papa
Dextrosa Agar (PDA), segun las instrucciones del fabricante, para luego ajustar el
pH de la solucién a 6.8 con NaOH 1N. Se esterilizé a 120 °C a una presion de 15

libras por 15 minutos.

Para cumplir los objetivos se prepar6 medio basico de avena (MBA), segun la
metodologia de Beltran Nambo (2010) con algunas modificaciones (se adicion6 10
g de agar bacteriologico) y se ajusté el pH a 5-5.5. Para los objetivos uno y dos se
utilizaron 4 variantes del mismo medio de cultivo. MBA con un incremento en la
concentracion de avena (7g). Medio MBA adicionado con 100 g de pulpa de platano
(variedad Musa AAB Simmonds), medio MBA mas 100 ml de liquido de café

organico (Marca La Lucha® procedente de la region de Uruapan y preparado a una
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concentracion de 10 g/100 ml) y al altimo medio se le agregd MBA + 200 ml de agua
de coco (Cocos nuciferal.) por cada litro de medio. Todos los medios se
esterilizaron a una temperatura de 120 °C, a una presion de 15 libras por 15 minutos.
Para el objetivo tres a los medios anteriores se les adicion6 una capa de arena de

silice estéril.

6.2.1. Condiciones generales para la siembra y mantenimiento de las cepas

fungicas

Se realiz6 la siembra de los in6culos fangicos en placas con medio PDA con ayuda
de un sacabocado de 1 mm de didmetro, previamente esterilizado en campana de
extraccion de flujo laminar. Una vez realizada la siembra del hongo se sellé con una
pelicula plastica para después colocar las placas en una incubadora a 25.6 °C en

completa oscuridad.

6.3. Preparacion de las semillas de orquideas

La preparacién de las semillas para realizar pruebas de desinfeccion y escarificacion

con la finalidad de incrementar la germinacion fue la siguiente:

El primer método consistié en elaborar sobres de 4 cm de largo por 4 cm de ancho
de papel filtro (No. 1), en donde se colocaron las semillas de las especies de
orquideas a analizar, se utilizd un sobre por cada caja Petri a inocular para todos
los tratamientos (60 sobres en total por las 3 orquideas). Mientras que para el
segundo método se utilizé una jeringa de 5 ml en la que se colocaron de 1 a 1.5 mg

de semillas de cada una de las orquideas a estudiar.
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7. Resultados

Capitulo 1. Evaluacion de metodologias para el establecimiento in vitro
simbidtico y germinacion de semillas de tres orquideas (Laelia autumnalis,
Oncidium graminifolium y Epidendrum miserum), con la aplicaciéon de cuatro
cepas fungicas y determinacion del efecto del crecimiento en condiciones

semi in vitro.

Resumen

Es importante continuar investigando y adaptando metodologias para la
conservacion de orquideas, ya que se ha observado que estas plantas son muy
susceptibles a las técnicas utilizadas para este fin. En este capitulo, se realizaron
pruebas con diferentes metodologias con el objetivo de establecer una técnica
adecuada para realizar el establecimiento in vitro, mediante la comparacién de
métodos de desinfeccion reportados para tres especies de orquideas (Laelia
autumnalis, Epidendrum miserum y O. graminifolium), donde se observé que el
método con jeringa es uno de los mas eficiente y estimula la germinacion, asi como
el desarrollo de los protocormos en menor tiempo en comparacion con el método
del sobre, por lo que el método de jeringa se utilizd6 en toda esta investigacion.
Ademas, se llevo a cabo la reactivacion de las cepas fungicas (Tulasnella calospora,
Tulasnella sp., Serendipita. vermifera (C) y Morchella sp.) debido a que habian sido
almacenadas, utilizando un medio basico de avena con y sin aditivos organicos.
Estos medios se compararon con el medio universal del cultivo de hongos (PDA),
encontrando que todos los medios probados promovieron el crecimiento de los
hongos, incluso mejor que el medio PDA. Las tres cepas fueron utilizadas durante
el cultivo simbidtico. Por altimo, se intentd establecer una metodologia in vitro dual
gue emulaba las condiciones naturales y favorecia la germinacion de las semillas y
el desarrollo de las plantulas, mejorando incluso la transicion al medio ex vitro.
Durante este trabajo, se observé que esta técnica generaba buenos resultados, con
el desarrollo de embriones hacia la produccion de protocormos o plantulas, en
menos tiempo que los germinados con la técnica tradicional (asimbiotico) y en un
estado fenoldgico similar. Es necesario continuar probando y ajustando esta técnica
de cultivo in vitro dual para adaptarla a las necesidades de las orquideas mexicanas
y seguir avanzando en la conservacion de estas especies.

Palabras claves: Cepas fangicas, desinfeccion, germinacién, orquideas,

metodologia.
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Introduccién

El establecimiento de una metodologia es esencial para el éxito de cualquier
experimento, sin embargo, cuando se tiene mudltiples reportes de diferentes
metodologias, es necesario compararlos para concluir a que técnica responden de
mejor manera las especies seleccionadas (Santos Pérez et al., 2019). En caso de
no contar con una metodologia establecida, es importante probar diferentes
técnicas que se ajusten a las necesidades del experimento (Batty et al., 2006). Es
asi que en este capitulo se probaron diferentes metodologias reportadas y otras se

adaptaron con la final de obtener mejores resultados.

El manual de la SAGARPA (2006), propone dos técnicas para la desinfeccion de las
semillas de orquideas, las cuales se compararon para determinar su efectividad en
la escarificacion de las semillas. La escarificacion es un proceso que consiste en
dafiar mecanicamente la cubierta exterior de las semillas, con el fin de permitir que
el agua y los nutrientes penetren mas facilmente en su interior para promover su
germinacion. Este procedimiento es especialmente util en semillas que tienen una
cubierta dura o gruesa que impide el intercambio de gases y nutrientes, lo que
dificulta su germinacién y su posterior desarrollo (Colombo et al., 2000). En el caso
de las orquideas, esto es necesario ya que la semilla tiene una cubierta protectora
que es dificil de romper naturalmente. Sin la escarificacion, el embrion morira debido
a que no podra romper la testa (Rasmussen, 1995). Por lo tanto, la eleccion de la
técnica de desinfeccion influye en la eficacia de la escarificacion de las semillas de

orquideas.

Asimismo, durante este trabajo se probaron diferentes medios enriquecidos con la
finalidad de reactivar las cepas. Los medios probados tenian grandes fuentes de
carbono y nitrégeno los cuales son indispensables para el desarrollo de las cepas
(Puerta Quintero et al., 2011; Huh et al., 2016; Menezes Gongalves et al., 2016;).

Finalmente, se adapto la técnica de cultivo in vitro dual propuesto por Batty et al. en
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el 2005, donde se tratan de emular las condiciones naturales, con la finalidad de
facilitar el traslado a condiciones ex vitro, lo cual representa una herramienta muy
eficiente para la reintroduccién de orquideas en sus habitats naturales con fines de
conservacion. Sin embargo, es necesario seguir trabajando y probando esta técnica
para ajustarla a las necesidades de las orquideas, asi como la de los in6culos

fungicos.
Materiales y métodos
Obtencion de las semillas y pruebas de viabilidad

Se obtuvieron capsulas de las tres especies de orquideas en estudio, en
comunidades de Michoacén. Se colectaron cinco cépsulas de O. graminifolium de
Uruapan de una zona dedicada a la produccion de aguacate, ademas de esta ciudad
se obtuvo una capsula de la especie L. autumnalis. De Tacambaro se nos facilitaron

dos cépsulas de E. miserum de una coleccion privada (Figura 3).
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Figura 3. Mapa de Michoacan con divisiones municipales, resaltando las ciudades
desde donde se obtuvieron las semillas (mapa tomado de

www.descargarmapas.net).

A las capsulas obtenidas se les procedié a realizar la prueba de viabilidad con el
compuesto cloruro 2, 3, 5-trifeniltetrazolio (CTT), con la finalidad de conocer la
cantidad de semillas a inocular para garantizar una cantidad suficiente de embriones
germinados para el montaje de los experimentos. Los embriones se observaron al
microscopio para detectar la viabilidad por cambio de coloracién. La viabilidad se
reporté como porcentaje de embriones tefiidos de un aproximado de 40 semillas por

capsula.

Comparacién de dos métodos de desinfeccion y escarificacion de semillas

Se probaron dos métodos diferentes de desinfeccién y escarificacion de la testa con

semillas de L. autumnalis, con la finalidad de observar si existe una diferencia

significativa en el porcentaje de semillas germinadas y el posterior desarrollo entre
ambos métodos.

e Meétodo 1, sobre: Los sobres con semilla previamente preparados segun lo

explicado en parrafos anteriores fueron colocados en recipientes de vidrio

(20 sobres por cada recipiente) y se les agrego etanol al 96%, durante 5

minutos con una agitacion suave y constante en termoblock. Posteriormente

se retird el alcohol y se adicion6 hipoclorito de sodio al 20% de lo que marca

la etiqueta (marca Cloralex verde) por 7 minutos con agitacion manual suave

y constante. Finalmente, se enjuagaron tres tiempos con agua destilada

estéril y los sobres se mantuvieron en imbibicion en agua estéril hasta su

siembra (aproximadamente 20-30 min) (Figura 4B).

e Método 2, jeringa: A la jeringa se le adiciond un volumen proporcional de
hipoclorito de sodio al 20% (preparado como el método anterior), para cubrir
las semillas por un periodo de 15 minutos con agitacion manual suave y
constante. Finalmente, se enjuagaron en cinco tiempos con agua destilada

estéril. Las semillas se mantuvieron embebidas en el agua hasta su siembra
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(aproximadamente 20-30 min). Se utilizaron tres gotas de la jeringa por caja
de Petri para asegurar un promedio de 30 a 50 semillas por cajas (Figura
4A).

Figura 4: Fotografias de los diferentes métodos de desinfeccion de semillas de

orquideas (A: jeringa y B: sobres).

El experimento se mantuvo por un periodo de 77 dias. El porcentaje de semillas
germinadas se calculé a los 45 dias de su germinacién, considerando un
aproximado de entre 80-100 semillas por réplica y el indice germinativo se obtuvo a
los 77 dias, graficando valores promedios de 6 réplicas por cada tratamiento. Las

semillas se germinaron en cajas de Petri con medio MBA.
Pruebas de reactivacion de cepas fungicas

Debido a que las cepas fungicas fueron aisladas y mantenidas en almacenamiento
por 5 afios se hicieron pruebas con diferentes medios de cultivo con la finalidad de
estimular la activacion y crecimiento de los hongos. Para ello, se dejaron crecer los
hongos a utilizar (t2: Tulasnella calospora, t3: Tulasnella sp., t4: Serendipita
vermifera y t5: Morchella sp.) en los siguientes medios de interés: a) MBA, b) MBA
+ Agua de coco, c) MBA + Pulpa de platano y d) MBA + liquido de café, preparados
de acuerdo al procedimiento explicado antes, ademas de medio PDA (marca
Bioxon) que es de uso universal para cultivo de hongos. El experimento se mantuvo

durante 10 dias, concluido este periodo se calcularon tasas de crecimiento de los
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hongos midiendo el crecimiento radial de la colonia y reportando valores promedio

de los datos obtenidos por medio de cultivo.

Pruebas de traslado a condiciones in vitro Dual

Para analizar la mejor etapa de desarrollo de los embriones para su traslado a

condiciones in vitro dual se monto la siguiente metodologia:

Para la transferencia a condiciones in vitro dual de protocormos y plantulas
germinadas de forma simbiotica y asimbiotica en cajas Petri, se utilizaron frascos
de vidrio de 250 ml resistentes al calor (10 cm de alto x 5 cm de diametro). Se
agregaron aprox. 50 ml de MBA a cada frasco y se sellaron con tapa de aluminio
para esterilizar en autoclave a 121° C durante 20 min. Una vez que el agar solidificé
se agreg0 una capa de 10 mm de arena de silice blanca previamente esterilizada
(40 a 50 gr. aprox) grano fino (0.2mm) y grano medio (0.5 mm) a una proporcion

1:1, que se humedecieron para el proceso de esterilizacion en autoclave.

El experimento consistio en lo siguiente: se seleccionaron embriones en tres
estadios diferente de desarrollo (estadios 0 semillas sin germinar, 3 protocormos
verdes y estadio 6 plantulas con al menos la primera hoja bien formada) con la
finalidad de analizar su supervivencia y desarrollo en el sistema semi in vitro
disefiado. Se trasladaron un promedio de tres embriones por réplica de cada
condicion y se conté con dos réplicas. Los frascos con plantulas se incubaron a 22-
25° C con 16 h luz. Al final del experimento se determind porcentaje de

supervivencia y numero de hojas. Y se documenté con toma de fotografias.

Resultados

Se colectaron cuatro capsulas de la orquidea Oncidium graminifolium de las cuales
sblo una de ellas no presentd embriones viables al aplicar la prueba con CTT,

mientras que para el caso de Epidendrum miserum, se colectaron dos capsulas,
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ambas con semillas viables. De L. autumnalis se obtuvieron semillas de una capsula
viable. Las semillas de todas las especies presentaron una viabilidad mayor al 70%
(Figura 5).
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Figura 5: Porcentaje de viabilidad de las semillas de las orquideas en estudio
(Laelia autumnalis, Oncidium graminifolium y Epidendrum miserum), a una semana

de su colecta.

Comparacién de dos métodos de desinfeccion y escarificacion de semillas

Debido a que la semilla de orquidea presenta una testa con alto grado de
impermeabilidad y resistencia, se probaron dos métodos para asegurar una correcta
desinfeccion y favorecer el desarrollo del embridon por escarificacion de la testa.
Tanto con el método de jeringa, como con el método de sobre hubo semillas
germinadas de L. autumnalis, a las cuales se les analizo el porcentaje germinativo
y el indice germinativo (que sefala el desarrollo del embrién) tanto de manera

asimbidtica como simbidtica.

El porcentaje de germinacion se determind a los 45 dias posteriores a la siembra.
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Se pudo observar que en los tratamientos simbidticos con el método de jeringa,
resultd ser mas eficiente para la escarificacion de la semilla permitiendo
probablemente una pronta colonizacion fungica, ya que presentaron un mayor
porcentaje de germinacion con respecto al control (Figura 6) y con respecto al
método de desinfeccion en sobre, en el cual Unicamente el tratamiento control y en
interaccion con Morchella sp. (t5) presentaron un mayor porcentaje germinativo
(Figura 6).
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Control T. calospora Tulasnella sp. S. vermifera Morchella sp.
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Figura 6. Comparacion del porcentaje de germinacion de semillas de L. autumnalis
en los diferentes métodos de desinfeccion (jeringa A; sobre B), con diferentes

tratamientos, a los 45 dias de la siembra.

Para el caso del indice germinativo que se calcul6 a los 77 dias de la siembra, se
puede observar que el método de desinfeccion y escarificacion por jeringa (Fig.7)
presenta mayor numero de embriones con estadios superiores de desarrollo
comparados con el método de sobre (Figura 7), lo cual que se refleja en los valores
del indice germinativo que son mayores en todos los tratamientos del método de
jeringa con respecto al método de sobre. Evidenciando su relacion con la pronta

germinacion debido a una mejor escarificacion de las semillas.
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Figura 7. Gréficas de comparacion del indice germinativo de semillas de L. autumnalis
con los diferentes métodos de desinfeccion (jeringa A; sobre B), con diferentes

tratamientos fungicos a los 45 dias de la siembra.

Comparacion de medios de cultivo para la reactivacion de cepas fungicas.

Para analizar el efecto del medio PDA vy diferentes variantes del medio MBA sobre la
reactivacion de las cepas fungicas a utilizar en este trabajo, se midieron las tasas de

crecimiento de los hongos en los medios PDA (universal para hongos), MBA y tres
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variantes de MBA (MBA + agua de coco, MBA + Pulpa de platano y MBA + liquido de
café). Las tasas de crecimiento fueron tomadas cada 2 dias durante 10 dias de la

inoculacion.

Tulasnella sp. (t3) fue incapaz de crecer en el medio PDA durante la duracién del
experimento, sin embargo, con todos los demas medios probados se reactivd su
crecimiento y para Tulasnella calospora (t2) fueron mas efectivos que el medio PDA
(Figura 8). Para las dos cepas de Tulasnella (t2 y t3), el tratamiento que mejor funcioné
para su crecimiento fue el medio MBA sin aditivos organicos, mientras que para S.
vermifera (t4) y Morchella sp. (t5), la reactivacion y crecimiento resultaron favorecidos
con los aditivos organicos. Morchella sp. (t5), presentd menor crecimiento en el medio
MBA que es el mas pobre en nutrientes, lo que sugiere que estas dos Ultimas especies
tienen mayores requerimientos nutritivos que las cepas de Tulasnella (t2 y t3) que

crecieron mejor en este medio.

3.5
25 B
15

05 |—|
0

PDA MBA Agua de coco Platano Café

Tasa de crecimientoen cm

OT. calospora [@Tulasnellasp. 0OS. vermifera OMorchella sp.

Figura 8. Comparacion de la tasa del crecimiento promedio de los diferentes hongos

de interés a los 10 dias de su inoculacion en los diferentes medios de cultivo.
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Montaje de sistema in vitro dual

En este sistema se probo la supervivencia de embriones en diferente estadio de
desarrollo de la especie L. autumnalis trasladados a condiciones in vitro dual. Los
estadios que se consideraron fueron 0, 3 y 6, razon por la cual se introdujeron en
simbiosis con Tulasnella sp. con la finalidad de asegurar la germinacion del estadio
0 (Figura 9). Los resultados obtenidos mostraron una sobrevivencia del 100% en los
embriones de todos los estadios de desarrollo trasladados y su desarrollo fue
proporcional al estadio al que se trasladaron observando mayor desarrollo en las
gue se trasladaron en estadio 6, en el caso de los estadios 0 y 3 no se encontrd
diferencia en cuanto a su desarrollo (cuadro 1). Sin embargo, los tiempos que
duraron los embriones en cultivo in vitro seflalan que es mejor germinar
directamente la semilla en sistema in vitro dual, ya que el desarrollo de las plantas
fue igual a los embriones en estadio 3, pero el tiempo es menor (semillas 5 meses
en sistema in vitro dual, y embriones en estadio 3 y 6 cuatro meses en sistema in

vitro y 5 meses en sistema in vitro dual).

Cuadro 1. Comparacion de crecimiento de plantulas de L. autumnalis por estadio

de desarrollo al momento de su siembra en sistema in vitro dual.

Estadio de # de hojas # de raices Tamaino de la
desarrollo planta (cm)
6 3 1.33
3 0.5
0 3 1 0.5
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Figura 9. Comparacion de crecimiento de plantulas de L. autumnalis por estadio de

desarrollo al momento de su siembra en sistema in vitro dual. A) plantulas
trasladadas en estadio 6, B) plantulas trasladadas en estadio 3 y C) plantulas

trasladadas en estadio 0. Desarrollo a los 5 meses en el sistema.

Transcurridos los 5 meses, a las plantulas obtenidas de la prueba anterior se les
hizo una prueba de aclimatacion, las cuales fueron trasladadas a un sustrato
preparado: a) fibra de coco, b) sustrato comercial para orquideas y c) carbono
vegetal (1:1:0.5) (Aewsakul et al., 2013). Sin embargo, ninguna plantula sobrevivio

pasados los dos meses.

Discusion

La familia Orchidaceae, es una de las familias mas diversas, pero también una de
las mas vulnerables, multiples factores han desencadenado perdidas de
poblaciones naturales (Avila Diaz et al, 2006). Es necesario seguir generando y
mejorando las herramientas que con lleven a un manejo sustentable de las
orquideas mexicanas como las técnicas in vitro. Se puede proceder con el
experimento con una viabilidad arriba del 70%, ya que se considera que esta tasa
de viabilidad, es lo suficientemente alta como para asegurar resultados significativos
y reproducibles. En condiciones naturales los porcentajes de germinacion oscilan
entre el 2% y 3% (Luan et al., 2006).
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Con semillas de L. autumnalis, se probaron dos métodos de desinfeccion,
observando que existen diferencias en las diferencias entre métodos a pesar de
utilizar mismos compuestos. Diversos trabajos han demostrado que los métodos de
desinfeccién pueden afectar la germinacion (Santos Pérez et al., 2019). Se ha
reportado que el hipoclorito de sodio y de calcio no solo sirven para contaminantes
de las semillas, sino que también llegan a estimular la germinaciéon por medio de la
escarificacion de las semillas (Lindén, 1980; Waes et al, 1986). Sin embargo, estos
efectos pueden variar, las concentraciones de las sustancias afectan de diferente
manera variando para cada especie (Harvais et al., 1967; Alvarez-Pardo et al.,
2006).

Se ha reportado que el hipoclorito de sodio tiene una influencia moderadamente
fuerte en la viabilidad de semillas de Cattleya mendelii, esto después de haber sido
sometidas a diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio (0.5%, 1%, 1.5%,
2%, 2.6%, 3%) teniendo mayor efecto en concentraciones del 1% y de menor
proporcion en los tratamientos de mayor concentracion de este compuesto (Salazar-
Mercado, 2012). Otros trabajos como el de Pierik (1990), sefialan que se necesitan
diferentes tiempos de esterilizacion de la semilla o la capsula, encontrando los
tiempos éptimos para especies de los géneros como Bulbophyllum y Calanthe entre
3 y 4 minutos mientras que orquideas de los géneros Paphiopedillum y Vanda

requiere de 10 a 20 minutos.

Durante esta prueba, el mayor porcentaje de germinacion se obtuvo con el método
de jeringa, donde la exposicion solo fue al hipoclorito de sodio al 20% durante mas
tiempo, obteniendo un porcentaje de germinacion cercano al 20% a los 45 dias de
su siembra. Durante el trabajo de (Segundo Campos, 2016) se compararon
diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio a diferentes tiempos de
exposicidon con la especie de L. autumnalis, encontrando que un periodo mayor a
10 min perjudica la germinacion de esta orquidea y que las concentraciones

mayores al 5% con el método del sobre fueron menos eficientes inhibiendo la
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germinacion. Tanto la concentracion como el tiempo afectan de manera significativa
el porcentaje de germinacion, altas concentraciones o con tiempos prolongados
afecta la germinacion; por otra parte, bajas concentraciones o periodos cortos de
esterilizacion pueden causar la contaminacién tal como lo demuestran los trabajos
de (Vasudevan et al., 2010). Por lo que se considera que la germinacion de esta
podria aumentar en concentraciones mas bajas de hipoclorito de sodio en un

periodo de tiempo menor a 10 min con el método de la jeringa.

Por otro lado, se realiz6 la reactivacion de las cepas fangicas, debido a que los
hongos cuando estan aislados sufren estrés por el cambio de las condiciones en las
qgue se encontraban. Por lo que fue necesario hacerlos crecer en un medio con una
gran cantidad de nutrientes favorecieran su crecimiento (Tanner et al., 2007). Se
ha reportado que una de las mayores necesidades para crecer cepas de
microorganismos es necesario considerar las fuentes de carbono, nitrégeno,
nutrientes, fosfatos, magnesio y calcio. Incluso se considera que las fuentes de
carbono y nitrégeno son primordiales para poder hacer crecer los hongos. Algunos
factores fisicoquimicos que influyen para el crecimiento de estos microorganismos
son la temperatura, pH, oxigeno, y salinidad (Tanner et al., 2007; Preusser et al.,
2019).

Durante este trabajo, las cepas crecieron en menor tiempo en los todos medios
enriquecidos probados comparado con el medio tradicional de cultivo de hongos
(PDA). El agua de coco, la pulpa de platano y el liquido de café tiene reportes de
poseer altas concentraciones carbohidratos, asi como compuestos nitrogenados
(Puerta Quintero et al., 2011; Huh et al., 2016; Menezes Gongalves et al., 2016). Lo

gue genero el crecimiento anormal de las cepas fungicas probadas.

En el presente trabajo se adapt6é la técnica propuesta de Batty et al. 2006 de
germinacion in vitro, la cual trata de emular las condiciones naturales de la planta
para poder facilitar su germinacién y su etapa de aclimatacion. Durante dicho trabajo

se reportdé que una germinacion simbidtica aumenta el numero de semillas
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germinadas en menor tiempo que los controles (asimbibticos) y con una mayor
biomasa. Lo cual se comprobd durante este trabajo, ya que semillas obtuvieron los
mismos resultados que plantulas con 45 dias de edad, las cuales fueron
resembradas en esta técnica. Se ha reportado que las plantas de la familia
Orchidaceae germinadas de manera in vitro son incapaces de desarrollar
resistencia contra patdgenos, estrés de tipo bidtico o abidtico. Causado por las
condiciones controladas en las que germinan y se desarrollan, que se caracterizan
por las condiciones axénicas, las bajas variaciones de temperatura, la humedad
relativa de la planta, la alta disponibilidad de nutrientes en el medio y las bajas
concentracion de dioxido de carbono (COz2) (Teixeira da Silva et al., 2015). Durante
la aclimatacion la mayoria de las plantas germinadas en sistemas asimbiéticos in
vitro no sobreviven. Una alternativa, es germinar las semillas con un hongo
micorricico. Este método esta reportado mejores resultados que una germinaciéon
asimbidtica para un gran numero de orquideas (Rasmussen et al., 1990; Johnson
et al., 2007; Nontachaiyapoom et al., 2011). No obstante, para las fases siguientes
no se obtuvieron resultados favorables. Esto debido a que los medios presentan
concentraciones altas de compuestos ricos en carbono, lo que genero un

crecimiento acelerado de las cepas fungicas tomando un papel antagonico.

Conclusiones

El método con jeringa demostré ser mas eficiente, promoviendo la germinacion y
desarrollo de los embriones de L. autumnalis y en menor tiempo que el método con

sobre.

Las cepas son capaces de crecer de mejor manera y en menos tiempo en diferentes

medios, que el medio de cultivo universal de los hongos.

El medio MBA promueve el desarrollo a cepas pertenecientes al género Tulasnella,

en menor tiempo que el medio PDA. Mientras que, cepas S. vermifera y Morchella
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sp. se desarrollan de mejor manera en el medio MBA enriquecidos con cualquiera

de los aditivos organicos.

Con base en los resultados, se demostré que la técnica de in vitro dual es una
alternativa viable para la propagacion de las orquideas. Teniendo mayor desarrollo
de embriones en menor tiempo que una técnica in vitro convencional. Es necesario
seguir modificando esta técnica para poder ser utilizada para conservacion y la

reintroduccion de las orquideas.
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Capitulo 2. Comparacién de la funcion de diferentes cepas de hongos
micorricicos y un endoéfito sobre la germinacion, desarrollo y sobrevivencia
de plantulas de Laelia autumnalis, Epidendrum miserum y O. graminifolium,
bajo cultivo in vitro e in vitro dual.

Resumen

En la naturaleza, las semillas de orquideas germinan solo después de una
colonizacion por una micorriza. En el presente estudio, se evalu6 el efecto de 3
hongos micorricicos y un enddfito, sobre la germinacion, desarrollo y supervivencia
de las plantulas de tres especies de orquideas nativas de Michoacéan: L. autumnalis,
O. graminifolium y E. miserum nativas de Michoacan. Se emplearon métodos de
cultivo asimbidticos (control) y métodos simbidticos (Tulasnella calospora (t2),
Tulasnella sp. (t3) y Serendipita vermifera (t4) y Morchella sp. (t5)), utilizando medio
MBA, MS y PDA, en contacto directo e indirecto. Se determinaron los porcentajes
de germinacién a los 45 dias de su siembra, el desarrollo de los embriones
representando por indice germinativo se calcul6 hasta los 120 dias en caja completa
y 77 dias en caja dividida, y se registré la supervivencia de las plantas. Los
resultados mostraron que las semillas de L. autumnalis y O. graminifolium, tuvieron
mayor germinacion cuando se cultivaron con alguna cepa fangica en comparacion
con el control. No obstante, el efecto positivo en la germinacién se vio disminuido
en el posterior desarrollo de las plantulas siendo solo la orquidea O. graminifolium
con Serendipita vermifera (t4) y Morchella sp. (t5) los Unicos tratamientos con mayor
desarrollo que el control. En cuanto a la supervivencia de las plantas, los simbiontes
tuvieron diferentes efectos en cada especie de orquidea. En el caso de E. miserum,
no se observoé un efecto diferente al control en interaccion directa con las cepas. Sin
embargo, en caja dividida, la especie de L. autumnalis incremento la germinacion
presentando hasta 6 veces mas semillas germinadas con los hongos gue el control
y las semillas germinadas presentaban el doble de desarrollo que el control.
Mientras que en E. miserum su germinacion fue de un 100%, 9 veces mas que el
control y con Tulasnella calospora (t2) se duplicé su desarrollo. En cuanto a O.
graminifolium la interaccion en caja dividida no funcioné como se esperaba. Estos
resultados demuestran un comportamiento selectivo de las orquideas hacia los
indculos fangicos, dependiendo del tipo de interaccion, estado fenoldgico y especie
de hongo. Es importante tener en cuenta estos factores al disefiar estrategias de
conservacion y propagacion de orquideas, ya que las interacciones simbidticas
pueden tener un impacto significativo en la germinacion y desarrollo de las plantulas.

Palabras clave: Orquideas endémicas, germinacion de semillas, hongos
rizosfericos.
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Introduccién

Las orquideas son una de las familias mas diversas y fascinantes de plantas, con
alrededor de 25 000 especies conocidas en todo el mundo (World checklist of
Orchidaceae; Govaerts, 2023). Aungque se encuentran en una amplia variedad de
hébitats, las orquideas tienen una caracteristica comun: la mayoria de ellas
dependen de hongos micorricicos para sobrevivir (Brundrett et al., 2003). La
interaccion simbidtica entre las raices de las orquideas y los hongos micorricicos,
se ha demostrado que mejora la absorcién de nutrientes, asi como la obtencién de
agua (Zelmer et al., 1996; Batty et al., 2002; Honrubia, 2009). En esta familia de
plantas, dicha interaccién es particularmente importante debido a la falta de un
sistema de raices eficiente (Peterson et al.,, 1998; Smith & Read, 2008) y a la
dependencia de las semillas de orquideas con los hongos para germinar y
establecerse (Arditti et al., 1967; Arditti et al., 2000).

Aunado a esto, existen reportes donde se demuestra que esta asociacion beneficia
la supervivencia de las plantas ya que mejoran la germinacion de sus semillas, asi
como el posterior desarrollo de las mismas, también mejoran la resistencia de las
orquideas a condiciones ambientales adversas (Batty et al., 2006; Da Silva et al.,
2018). Sin embargo, la especificidad en la asociacion entre las orquideas y los
hongos micorricicos es sorprendentemente alta (Ramsay et al., 1986). Cada
especie de orquidea tiende a asociarse con un conjunto particular de hongos
micorricicos y a su vez, cada especie de hongo micorricicos puede estar asociado
con una o varias especies de orquideas (Flores-Escobar et al., 2008; Sathiyadash
et al., 2020).

Esta alta especificidad en la asociacibn hace que sea importante investigar y
comprender las interacciones especificas entre las orquideas y los hongos
micorricicos. Otra respuesta poco estudiada dentro de la interaccion entre
orquideas y HMO, es la producida por los compuestos volatiles de los HMO. Los
volatiles producidos por este grupo de hongos tienen un efecto significativo en las
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semillas de orquideas, ya que pueden estimular la germinacion y el desarrollo de
las plantulas de orquideas. Complementariamente, las semillas de orquideas son
capaces de detectar y responder a estos compuestos volatiles, lo que les permite

reconocer y seleccionar los hongos adecuados para establecer la simbiosis.

Materiales y métodos

Material biolégico

Se utilizaron semillas de las orquideas Mexicanas L.autumnalis, O. graminifolium y
E. miserum (Figura 1) Donde también se utilizaron 3 hongos micorricicos (Tulasnella
calospora (t2), Tulasnella sp. (t3) y Serendipita vermifera (t4)) y un hongo enddfito
(Morchella sp.(t5)) como un control positivo, todos aislados de raices de orquideas

michoacanas (Beltran Nambo, 2018).

Preparacion de medios

Para cumplir los objetivos planteados para este capitulo, se preparé medio MBA
segun la metodologia de Beltran Nambo (2010), modificando Unicamente la
cantidad la cantidad de agar bacteriolégico a 10 gramos por litro de medio. Para la
prueba en caja dividida se utiliz6 medio PDA, cuya preparacion se especifico en el
apartado de metodologia general. De igual manera para dicha prueba también se
utilizé medio Murashige y Skoog (MS). Siguiendo las indicaciones del fabricante
para su preparacion, ajustando el pH a 7 con NaOH 1N o con HCI 1N para bajar el
mismo. Todos los medios se esterilizaron siguiendo lo mencionando en la

metodologia general.

Inoculacién fungica en cultivos in vitro.

Para los experimentos en interaccion directa se conté con 5 tratamientos por

especie de orquidea (t1: asimbiodtico (control), t2: T. calospora, t3: Tulasnella sp. t4:
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S. vermifera, y t5: Morchella sp.). Los in6culos fangicos para los tratamientos
simbidticos se sembraron con un sacabocado (0.8 mm de diametro) en el centro de
las cajas de Petri con medio MBA, contando con 6 réplicas por tratamiento, que se
dejaron en incubacion a 25.6 °C en oscuridad durante 3 dias, después de lo cual se
realizd la siembra de un aproximado de 10 a 30 semillas de todas las especies de
orquideas por caja, mismas que fueron previamente esterilizadas con el método
que presento los mejores resultados para la desinfeccion y escarificacion. Contando

con un total de 30 cajas por especie.

De igual manera, para los experimentos en caja divida se contaron con los mismos
cinco tratamientos por especie de orquidea descritos en la parte de arriba. Los
in6culos fungicos para los tratamientos simbibdticos se sembraron con un
sacabocado (0.8 mm de diametro) de uno de lados de las cajas divididas de Petri
con medio PDA contando con dos réplicas por tratamiento. Transcurridos tres dias
se procedi6 a realizar la siembra de las semillas de orquideas teniendo una

aproximado de entre 10 y 30 semillas por caja.

Condiciones generales de crecimiento de las plantas.

Una vez realizada la siembra, se continuo con el mantenimiento general requeridos
por las cajas descrito en la parte de arriba. Esto durante un lapso de tiempo de entre
77 a 120 dias dependio de la especie. En este lapso las orquideas alcanzan al
menos el estadio 3 de desarrollo.

Las variables que se evaluaron fueron porcentaje germinativo, indice germinativo y
porcentaje de sobrevivencia. Los resultados se graficaron reportando valores

promedio de cada tratamiento.

Porcentaje germinativo

El porcentaje germinativo se obtuvo mediante el conteo al azar, de 100 semillas por

réplica de cada tratamiento (6 réplicas de cada tratamiento) a los 45 dias de la
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siembra; a partir del nUmero de embriones hinchados/sanos y con rompimiento de

testa.

indice germinativo

El indice germinativo es un valor que indica el estado de desarrollo del embridn

posterior a la siembra y se calculd utilizando técnica sugerida por Tupac (2004),

considerando los 6 estadios de desarrollo propuestos por Ramsay et al. (1986), en

donde el alargamiento del pre-embridn, produccion de tricomas y primordios foliares

sera el criterio para determinar el término del proceso germinativo (Figura 10). Cada

15 dias se contabilizaron 15 embriones por réplica de cada tratamiento (6

réplicas/tratamiento).

ﬁ'@ N1

Protocormo con
rizoides

R [~

Semilla germinando
(Embrién hinchado)

N2

Protocormo con brote
apical

N5

Embrién hinchado
rompiendo la testa

N3

Plantula con primordios
foliares

N6

é

Figura 10. Estadios de desarrollo de plantulas de orquideas, sobre sus primeras

etapas de desarrollo (Modificado de Ramsay et al., 1986).
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Porcentaje de supervivencia

Al final del experimento anterior (77 dias a 120 dias dependiendo de la especie), se
calculo el porcentaje de supervivencia a partir del total de embriones germinados en

el sistema in vitro para cada tratamiento.

Inoculacién fungica en cultivos in vitro dual.

Los embriones que llegaron al estadio 3 como minimo fueron resembrados a
condiciones in vitro dual. Se tuvieron suficientes embriones provenientes del cultivo
in vitro de los 5 tratamientos por especie. Los inéculos fungicos para los tratamientos
simbidticos se sembraron con un sacabocado (0.8 mm de diametro) en el centro de
frascos de vidrio de 250 ml con medio MBA y arena de silice de acuerdo a la
metodologia de la fase 1, contando con 3 réplicas por tratamiento, que se dejaron
en incubacion a 25.6 °C en oscuridad durante 3 dias, se contd con 3 embriones por

frascos.

Resultados

Efecto de las cepas fungicas sobre la germinacion de la semilla en medio MBA

en cultivo in vitro

Para entender la funcion especifica del efecto de las diferentes cepas fungicas en
la germinacién de las semillas de las orquideas de interés, se realizd una
observacion a los 45 dias después de la siembra. Donde O. graminifolium presenté
la mejor respuesta con respecto a las demas orquideas, con un porcentaje de
germinacion mayor en los tratamientos simbioticos, observando la mejor respuesta
en los tratamientos con el endofito Morchella sp. (t5) y el micorricico S. vermifera
(t4) (Figura 11). De igual manera L. autumnalis presentd un porcentaje de
germinacion ligeramente mayor en los tratamientos simbiéticos, teniendo como

mejores respuestas los tratamientos con Tulasnella sp. (t3) y Morchella sp. (t5)
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(Figura 11). En el caso de E. miserum no todos los tratamientos simbidticos
promovieron la germinaciéon, observando un efecto positivo Unicamente con los

tratamientos de S. vermifera (t4) y Tulasnella sp. (t3) (Figura 11).
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Figura 11. Comparacion del porcentaje de germinacion de semillas de L.
autumnalis, O. graminifolium y E. miserum en medio MBA, con diferentes
tratamientos a los 45 dias de la siembra. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P=0.05, Tukey).

Efecto de las cepas fungicas sobre el desarrollo del embrién en medio MBA

Para analizar la eficiencia en la etapa germinativa de las cepas reactivadas se
realizaron observaciones del desarrollo del embrion cada 15 dias. Los resultados
acumulados (120 dias después de la siembra) demuestran que los hongos
presentan mejor desempefio en la especie de la cual se extrajeron (L. autumnalis)
y con O. graminifolium. Esta especie presentdé mayor numero de embriones en
estadios de desarrollo superiores a 2.4 y también es la especie que posee los
valores del indice germinativo superiores comparada con L. autumnalis y E.

miserum (Figura 12). Para L. autumnalis solo el tratamiento con Morchella sp. (t5)
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presento indices germinativos por arriba del control (Figura 12). Para el caso de O.
graminifolium se puede observar que los tratamientos que poseen un indice
germinativo mayor al control es Morchella sp. (t5) y S. vermifera (t4) con embriones
mas desarrollados (Figura 12). Mientras que en el caso de E. miserum ninguna cepa
fungica potencié el desarrollo del embrién ya que sus indices germinativos son
practicamente iguales al control y el numero de embriones con estadios de

desarrollo del embrion 2 y 3 es apenas ligeramente mayor (Figura 12).
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Figura 12. Estadios de desarrollo de semillas de L. autumnalis (A), O. graminifolium
(B) y E. miserum (C), en diferentes tratamientos a los 77 dias de la siembra en medio
MBA. Se indica el indice germinativo en cada barra, y estadio de desarrollo con
diferentes colores. Letras diferentes indican diferencias significativas (P=0.05,
Tukey).
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Efecto de las cepas fungicas sobre la supervivencia de las plantulas en medio

MBA en cultivo in vitro a los 120 dias de su siembra

Para calcular el porcentaje de supervivencia de las diferentes orquideas de interés
en interaccion directa con las cepas fungicas, se realizé un analisis a los 120 dias
de la siembra para contabilizar la supervivencia. Para el caso de L. autumnalis
mostréo que todos los tratamientos simbidticos mostraron mejores resultados al
compararlos con los controles (Figura 13). Para O. graminifolium el tratamiento con
Tulasnella sp. (t3) fue el Unico que se encontrd cercano al control (Figura 13). En
cuanto a E. miserum solo los tratamientos con T. calospora (t2) y Morchella sp (t5),

fueron los Unicos mayores que el control (Figura 13).
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Figura 13. Comparacion de la supervivencia de plantulas de L. autumnalis (A), O.
graminifolium (B) y E. miserum (C) en diferentes tratamientos a los 120 dias de la
siembra en medio MBA. Se indica el indice germinativo en cada barra, y estadio de

desarrollo con diferentes colores.
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Efecto de las cepas fungicas sobre la germinacion de la semilla en medio MBA

en cultivo in vitro en caja divida.

Este sistema se establecid para observar el efecto de los volatiles que producen los
hongos micorricicos y el enddfito en el porcentaje de germinacion sobre las semillas
de las orquideas de interés a los 45 dias de su siembra. Las cuales se colocaron en
cajas dividas, teniendo de un lado medio MS en el cual se germinaron las semillas
y del otro medio PDA donde se encontraba creciendo el hongo. A los 45 dias de su
siembra se calcul6 el porcentaje de germinacion de la semilla. En las graficas de
cada especie se observa una comparacion entre interaccion directa e interaccion

con la finalidad de observar si existe una diferencia.

Germinacion de L. autumnalis

Todos los tratamientos simbioticos en caja dividida promovieron la germinacion de
manera exponencial, teniendo respuestas arriba del 60%, mientras el control
presentaba un valor cercano al 10%. Al comparar las respuestas entre caja
completa y caja dividida se observo que se obtuvieron mejores resultados en todos

los tratamientos simbidticos (Figura 14).

Germinacién de O. graminifolium

Se obtuvo el porcentaje de germinacion a los 45 dias de la siembra, obteniendo
como resultado que un contacto indirecto para la especie O. graminifolium solo
funciona con el hongo micorricico T. calospora (t2). Al comparar una interaccion
directa con una indirecta, podemos observar que todos los tratamientos simbidticos
(exceptuando T. calospora (t2)) obtienen valores de germinacion mas altos en
interacciones directas. Otro punto a resaltar es que el hongo micorricico Tulasnella
sp. (t3) no funciona ni en interaccion directa ni indirecta (Figura 15).
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Figura 14. Comparacion del porcentaje de germinacién de semillas de L. autumnalis
en caja completa y caja dividida en medio MBA, con diferentes tratamientos a los
45 dias de la siembra.
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Figura 15. Comparacion del porcentaje de germinacion de semillas de O.
graminifolium en caja dividida y caja completa en medio MBA, con diferentes

tratamientos a los 45 dias de la siembra.
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Germinacion de E. miserum

Al analizar el efecto de los exudados volatiles de los diferentes hongos micorricicos
y un enddfito sobre la germinacion de E. miserum a los 45 dias de su siembra. Se
observo que el tratamiento simbidtico con T. calospora (t2) en interaccion indirecta
demostré ser el mejor tratamiento para promover la germinacion para la orquidea
E. miserum con un porcentaje de germinacion cercano al 100%. Los demas

tratamientos no mostraron tener efecto diferente con el del control (Figura 16).
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Figura 16. Comparacion del porcentaje de germinacion de semillas de E. miserum
en caja dividida y caja completa en medio MBA, con diferentes tratamientos a los

45 dias de la siembra.

Efecto de las cepas fungicas sobre el desarrollo de la semilla en medio MBA

en cultivo in vitro

Se analizo el efecto de los exudados volatiles de los diferentes hongos micorricicos
y un enddfito sobre el desarrollo de los embriones germinados en el experimento
pasado a los 45 dias de su siembra. Los cuales fueron germinados en caja divida
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en el apartado de medio MS. En las graficas podemos observar el desarrollo de las
orquideas en una interaccion directa representadas con las barras de color mas

oscuro y una interaccion indirecta que presentan un tono de barras mas claro.

indice germinativo de L. autumnalis

Al observar el efecto de una interaccion indirecta, se encontré que el desarrollo de
todos los tratamientos simbidticos es superior al del tratamiento control, ya que en
los tratamientos con los simbiontes se obtuvo un mayor niumero de individuos en
estadios de desarrollo mayor al estadio 3, siendo casi el doble que en un tratamiento
asimbidtico. Al comparar el efecto entre tipo de interaccion directa con indirecta se
observé que solo el simbibtico de Tulasnella sp. (t3) en interaccion indirecta esta
por debajo de su contra parte de contacto directo (Figuras 17 y 18).
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Figura 17. Estadios de desarrollo de semillas de L. autumnalis, en diferentes cajas

de cultivo a los 45 dias de la siembra en medio MBA y MS.
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Figura 18. Comparacion de estadios de desarrollo (dia 1 y dia 45) de semillas de L.

autumnalis en respuesta a compuestos volatiles de las cepas fungicas.

58



indice germinativo de O. graminifolium

Al observar el comportamiento de las diferentes cepas sobre el desarrollo de O.
graminifolium en diferentes tipos de contacto (directo e indirecto), el cual nos mostré
un mejor desarrollo de los embriones en las cajas completas (interaccién directa) de
manera general, sin embargo, en todos los tratamientos presentan valores
parecidos al control (t1). Mientras que al analizar el efecto de un contacto indirecto
se observo que el Unico tratamiento con valores mayores al control fue T. calospora

(t2) a los 45 dias de la siembra (Figuras 19 y 20).

4.5

o IR |

Control T. calospora Tulasnella sp. S. vermifera Morchella sp.

N w
o W oo b

O. graminifolium
M

Indice Germinativo

-
=

o
(&)

OCaja completa OCaja divida

Figura 19. Estadios de desarrollo de semillas de O. graminifolium, en diferentes
tratamientos a los 45 dias de la siembra en medio MBA y MS.
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Figura 20. Comparacion de estadios de desarrollo (dia 1 y dia 45) de semillas de

O. graminifolium en respuesta a compuestos volatiles de las cepas fungicas.
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indice germinativo de E. miserum

Cuando se analizo el efecto de las cepas sobre el desarrollo de la orquidea E.
miserum en distintos tipos de contacto, para el contacto directo no se encontrd
comportamiento diferente entre los tratamientos flungicos y el control asimbioético,
sin embargo, al evaluar el efecto en un contacto indirecto la mayoria de los
tratamientos tuvieron un efecto ligeramente mayor al de control, y la mejor respuesta

fue con el tratamiento de T. calospora (t2) en caja dividida (Figuras 21y 22).
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Figura 21. Estadios de desarrollo de semillas de E. miserum, en diferentes

tratamientos a los 45 dias de la siembra en medio MBA.

61



Dia 1

Dia 45
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Figura 22. Comparacion de estadios de desarrollo (dia 1 y dia 45) de semillas de

E. miserum en respuesta a compuestos volatiles de las cepas fungicas.
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Montaje de la técnica in vitro dual

Transcurridos 120 dias de la siembra, se monté el experimento de la fase in vitro
dual para los embriones obtenidos de las tres especies de orquideas, sin embargo,
los hongos invadieron los medios tomando un rol parasitoide. Transcurridos 6
meses no se obtuvieron plantulas o las plantulas fueron consumidas por los hongos
(Figura 23).

Figura 23. Plantulas de L. autumnalis creciendo en la técnica in vitro dual, con la

cepa T. calospora con un comportamiento de parasito invadiendo las plantulas.
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Discusioén

Las asociaciones simbiéticas estudiadas durante el presente trabajo entre los
hongos micorricicos (extraidos de raices de la orquidea L. autumnalis) y las
orquideas durante la germinacion en una interaccion directa, mostraron una
respuesta diferencial dependiendo de la orquidea. Encontrando que las semillas de
las orquideas se les dificulta germinar de manera asimbiotica, ya que los
tratamientos asimbidticos (controles) presentaban los valores mas bajos.
Confirmando la hipétesis existente de la necesidad de un simbionte flngico para la

germinacion en estado natural (Peterson et al., 2004).

Los valores de germinacion de L. autumnalis durante el trabajo, demostraron mayor
afinidad entre la orquidea y los HMO, presentando los valores mas altos (26%)
recordando que es la especie de la que se extrajeron los HMO. De igual manera,
tenemos el efecto sobre la germinacion en O. graminifolium que también
incrementaron los porcentajes de germinacion comparados con un tratamiento
asimbidtico, presentando un comportamiento generalista con respecto a sus
asociaciones. Muchos autores reportan que una gran cantidad de orquideas
fotosintéticas interactian con una variedad de HMO compatibles (Otero et al., 2002),
0 incluso que algunas orquideas pueden germinar en asociacién con hongos
obtenidos de otra especie (Zettler, 1997). Zettler et al., (2007) menciona que el
efecto de la asociacion simbidtica puede variar dependiendo de la especie.
Explicando porque a pesar de tener efectos positivos en ambas especies orquideas

los resultados son diferentes entre si.

Por otra parte, para la orquidea E. miserum el efecto de los HMO sobre la
germinacion de sus semillas es nulo. Lo cual nos indica un comportamiento selectivo
que tiene esta orquidea con sus socios fungicos. Se ha reportado que algunas
especies de orquideas solo germinan en presencia de su simbionte fangico
especifico (Pereira et al., 2005). Trabajos enfocados en el uso de HMO en la

germinacion en semillas de orquideas del género Epidendrum como el trabajo de
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Bermeo Criollo Y Sari Cumbe, en el 2018 han demostrado una promociéon en la
germinacion de las semillas, asi como en el desarrollo de los embriones al utilizar
cepas de Ceratobasidium sp. y Sebacina vermifera (actualmente Serendipita
vermifera) esta Ultima especie fue utilizada durante este trabajo. Riofrio y
colaboradores en el 2013 mencionan que el género Epidendrum suele ser muy
especifico hacia sus asociaciones. Estos trabajos demuestran que la afinidad de

una orquidea no esta relacionada a su género, Sino a su especie.

En cuanto al indice germinativo (desarrollo de los embriones) y la sobrevivencia de
las plantas, se encuentra una pérdida en el efecto positivo de los micobiontes sobre
las plantas. Lo cual nos indica que los HMO dejaron de ser funcionales una vez
germinada la semilla. Estudios previos muestran que la orquidea puede cambiar de
socios fungicos de acuerdo a la etapa fenolégica a la que se encuentre, incluso se
discute la idea de que diversos micobiontes cumplen diferentes funciones a lo largo
del ciclo de la orquidea (Zhang et al., 2020). Ademas, se ha informado que los
hongos no compatibles pueden estimular la germinacién, pero no el desarrollo

posterior (Rasmussen et al., 2015).

Al comparar estudios de orquideas adultas y plantulas de la misma especie con
HMO, encontramos frecuentemente un cambio en las asociaciones. Algunas
orquideas mantienen sus asociaciones con un solo micobionte, y existen otras que
cambian de simbiontes facultativamente o verse obligadas a cambiar durante su
transicion a la etapa adulta, especialmente durante perturbaciones ambientales
(McCormick et al., 2006). También se ha observado que algunas orquideas
aumentan la diversidad de hongos micorricicos en su etapa adulta, lo que
demuestra un mayor grado de selectividad durante la germinacion que en estado
adulto (Bidartondo et al., 2008). En el caso de L. autumnalis, se han reportado
diferentes asociaciones flngicas en sus raices, permitiéndole establecer una
asociaciéon con una gran cantidad de HMO, que estén presentes en un sitio
determinado a lo largo de su ciclo de vida. La alta dispersion y colonizacion esta

relacionada con la capacidad de interaccion con diversas especies de hongos.
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Demostrando una plasticidad para cambiar de socio fungico de acuerdo a sus
necesidades, razon por la cual aumenta su supervivencia durante las diferentes
etapas de su ciclo de vida (Waud et al., 2017). Este comportamiento se vio reflejado
en los resultados obtenidos teniendo diferentes efectos de acuerdo a los estados
fenoldgicos de las plantas.

Es importante destacar el efecto de las cepas pertenecientes al género Tulasnella
en la germinacion, desarrollo y supervivencia de las plantulas de orquideas. Estas
cepas mostraron variabilidad en su efecto segun el estado fenolégico de las
diferentes especies de orquideas. La compatibilidad de este género de hongos es
regulada de manera separa entre semilla y plantulas (Fuji et al., 2020). Rasmussen
en el 2002, sugirié que para las orquideas de habito epifito se pueden asociar con
un amplio grado de socios HMO, desatacando que las orquideas presentan un solo
tipo de hongo micorricico predominante. Estas asociaciones tan especificas
usualmente son con miembros de Tulasnellaceae y Ceratobasidiaceae. Tulasnella
es un género que ha sido reportado comunmente en orquideas fotosintéticas y
epifitas neotropicales con reportes en orquideas terrestres y epifitas terrestres (Cruz
Blasi, 2007). Una colonizacion por cepas de Tulasnella presenta como un aumento
en la biomasa de las orquideas (Sathiyadash et al., 2020), y la promocion en la
iniciacién de la germinacion de las semillas (Hadley et al., 1971; Herrera et al.,
2017).

Se ha reportado que HMO, son capaces de producir compuestos que influyen en el
crecimiento y desarrollo de las plantas como el AlA, el GAs y el ANA (Dan et al.,
2012). Muchos de los beneficios sobre el desarrollo de las plantas son producto de
las secreciones liberadas por los HMO, las cuales activan respuestas de
sefalizacion comunes durante la simbiosis. Generando un mejor desarrollo en las
plantas (Arora et al., 2016; Sathiyadash et al., 2020). En el estudio mencionado, se
observd que para la orquidea L. autumnalis las secreciones de los HMO son
suficientes para promover la germinacion y el desarrollo en menor tiempo que un

tratamiento asimbiético. En el caso de E. miserum, se encontro la germinacion y
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desarrollo solo se vio incrementaron en asociacion de con la cepa de T. calospora
encontrando una afinidad incluso a los volatiles producidos por los HMO. Sin
embargo, en el caso de O. graminifolium, el efecto nulo de los exudados indica que
los compuestos por si solos no son suficientes para desencadenar una respuesta
fisiologica, y que se requiere un contacto directo con los HMO para obtener algin

tipo de respuesta.

Al analizar el efecto que tuvieron las cepas fangicas sobre la germinacion, desarrollo
y supervivencia es importante resaltar el efecto de la cepa enddbfita, la cual durante
la etapa germinativa promovié la germinacion de 2 de las 3 especies de orquideas
(L. autumnalis y O. graminifolium), sin embargo, el efecto de la misma disminuyé en
el desarrollo de las plantulas. Para la etapa de la supervivencia teniendo un efecto
nulo parecido al control. Esto sugiere un efecto facultativo dependiendo del estadio
de desarrollo en el que se encuentre, corroborando de esta manera los resultados
de Ordofiez et al. (2012), donde trabajaron con hongos endéfitos extradidos de
raices de orquideas adultas pertenecientes al género Vanilla en estado silvestre. En
su investigacion inocularon plantulas de V. planifolia con los HE obtenidos y
encontraron una respuesta diferencial dependiendo de los HE, con base al estado
de desarrollo que presente la planta. Ademas, mencionaron que algunas cepas
enddfitas pueden tener un aporte insuficiente para influir en las tasas de crecimiento,
0 que la asociacion endéfita puede no ser fundamental en todas las etapas de las
plantas, aunque si en la germinacion de las semillas. Estos resultados resaltan la
relacion entre el estado fenoldgico de las plantas y el efecto de los HE (Porras-Alfaro
et al., 2011).
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Conclusiones

Los tratamientos asimbidticos mostraron los valores mas bajos de germinacion,
confirmando la necesidad de un simbionte fungico para la germinacién exitosa de

las semillas de orquideas.

Existe una variabilidad en la respuesta de las orquideas a las asociaciones
simbidticas con HMO. Algunas especies de orquideas, como L. autumnalis y O.
graminifolium, mostraron una mayor afinidad con los HMO y experimentaron un
aumento en los porcentajes de germinacion en comparacion con los tratamientos
asimbidticos. Sin embargo, otras especies, como E. miserum, fueron mas selectivas

en sus asociaciones y solo respondieron a cepas especificas de HMO.

El efecto de los HMO en la germinacion de las semillas de orquideas puede variar
segun el estado fenolégico de las plantas. Si bien los HMO promovieron la
germinacion en algunas especies, se observo una disminucion en su efecto en el
desarrollo de las plantulas y la supervivencia de las plantas. Esto sugiere que las
orquideas pueden cambiar de socios fungicos a lo largo de su ciclo de vida y que

diferentes HMO pueden desempefar funciones especificas en cada etapa.

Las cepas de HMO pertenecientes al género Tulasnella, han demostrado ser
beneficiosas para la germinaciéon y el desarrollo de las orquideas. Estas
asociaciones especificas entre orquideas y miembros de Tulasnellaceae estan
relacionadas con un aumento en la biomasa de las orquideas y la iniciacion de la

germinacion de las semillas.

Los HMO son capaces de producir compuestos bioactivos, como acido indol acético
(IAA), &cido giberélico (GA) y acido naftalenacetico (NAA), que influyen en el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Las secreciones liberadas por los HMO
activan respuestas de sefializacion comunes durante la simbiosis, o que promueve

un mejor desarrollo en las orquideas.

68



En esta investigacion, los resultados destacan la importancia de las asociaciones
simbidticas entre las orquideas y los hongos micorricicos para la germinacion
exitosa de las semillas y el desarrollo temprano de las plantulas. La especificidad
de las asociaciones, la variabilidad en la respuesta de las orquideas a diferentes
cepas de HMO vy la influencia del estado fenoldgico de las plantas son aspectos
importantes a considerar en futuras investigaciones sobre la interaccion entre

orquideas y HMO.
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Capitulo 3. Evaluar el efecto de la adicion de diferentes aditivos organicos a
un medio basico en cultivo in vitro e in vitro dual, para la germinacién
simbiética y desarrollo de plantulas.

Resumen

Las orquideas michoacanas son de gran importancia ecolégica y tradicional, las
cuales en su mayoria presentan problemas de sobreexplotacion y de perdida de sus
hébitats. Por lo cual, el objetivo de esta investigacion fue establecer métodos de
micropropagacion in vitro evaluando diferentes aditivos organicos en tratamientos
simbidticos. El cultivo inicid6 con la germinacion de semillas de orquideas
michoacanas L. autumnalis, O. graminifolium y E. miserum en medios MBA
enriquecidos con agua de coco, pulpa de platano y liquido de café. Se emplearon
métodos asimbidticos (control) y métodos simbidticos (Tulasnella calospora (t2),
Tulasnella sp. (t3) y Serendipita vermifera (t4) y Morchella sp. (t5)). Los resultados
mostraron de manera general que, durante la germinacion a los 45 dias de su
siembra, los aditivos solo funcionan en tratamientos asimbiéticos para las orquideas
L. autumnalis y O. graminifolium. En cambio, para E. miserum la germinacion se vio
aumentada en todos los tratamientos comparados con el medio basico de avena,
incluso el desarrollo de las plantulas de esta especie se vio beneficiado en todos los
tratamientos. Para L. autumnalis el desarrollo mostré una respuesta diferencial de
acuerdo a la combinacion aditivo/hongo. Mientras que O. graminifolium los
tratamientos asimbidticos funcionaron con los compuestos organicos. En cuanto a
la supervivencia de las plantulas, de manera general se demostré que los aditivos
organicos promueven la supervivencia de las plantulas. Las plantulas obtenidas a
los 77 dias de su siembra fueron trasladadas a condiciones in vitro dual, sin
embargo, pasados 6 meses ninguna planta sobrevivid. Estos resultados indican que
los aditivos organicos pueden tener un efecto positivo en la germinacion y desarrollo
inicial de las plantulas de algunas especies de orquideas michoacanas, pero aun se
requiere mejorar las condiciones de cultivo in vitro para lograr una supervivencia a
largo plazo. Es importante seguir investigando y optimizando los métodos de
micropropagacion para conservar y propagar estas orquideas de importancia
ecoldgica y tradicional en Michoacan.

Palabras claves: Aditivos organicos, agua de coco, café, platano,

micropropagacion.
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Introduccioén

Las orquideas son de interés considerando diversos criterios, que pueden ir desde
su uso medicinal (Piri et al., 2013), consumibles (Ordoéiiez et al., 2012) y desde luego
ornamental, lo que ha generado una explotacion de estos organismos en sus
habitats naturales en forma de saqueos ilegales. Ademas, la acelerada desaparicion
de areas naturales genera que afio con afo las poblaciones naturales se vean
disminuidas de manera drastica durante los ultimos afios (Hagsater et al., 2005). En
los dos ultimos siglos se han extinguido varias especies de orquideas en México y

a partir de 1998 han desaparecido al menos 22 especies (Hagsater et al., 2005).

Se han reportado 200 especies en alguna categoria de riesgo y algunos
investigadores sugieren que esta cifra podria ser aun mayor (Soto Arenas et al.,
2007; Damon, 2018). Ante esta situacion, diversas investigaciones se han enfocado
en la generacion de herramientas (o técnicas) mas eficientes para poder restaurar

poblaciones naturales de orquideas (Batty et al., 2006).

El adicionar algun tipo de aditivo organico a un medio de cultivo convencional
potencia el efecto de este (Puerta Quintero et al., 2011; Huh et al., 2016; Menezes
Gongalves et al., 2016). Sin embargo, la mayoria de las orquideas germinadas con
esto métodos presentan, deficiencias en las etapas de aclimatacion (Teixeira da
Silva et al., 2015). Una alternativa prometedora y ampliamente investigada en los
altimos afnos es el uso de HMO, ya que han demostrado aumentar la tasa de
supervivencia de las orquideas. Con fines de conservacion, el trabajar con HMO es
la mejor alternativa debido a los numerosos informes que respaldan la mejora en el
porcentaje de sobrevivencia ligada a esta interaccion (Rasmussen, 2002;

Rasmussen et al., 2015).

Sin embargo, el efecto de la adicion de aditivos organicos en tratamientos
simbidticos ha sido poco explorado. Por lo tanto, en este capitulo se exploro el uso
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de agua de coco, pulpa de platano y liquido de café en tratamientos simbidticos con

tres especies de orquideas michoacanas.

Material biolégico

De igual manera que la fase anterior se utilizaron semillas de L. autumnalis, O.
graminifolium y E. miserum (Figura 1). Ademas, también se volvieron a utilizar tres
hongos micorricicos (Tulasnella calospora, Tulasnella sp. y Serendipita vermifera) y
un hongo endofito (Morchella sp.) (Figura 2) como un control positivo; todos aislados

de raices de orquideas michoacanas (Beltran-Nambo, 2018).

Metodologia

Durante esta fase de la tesis se utilizo la metodologia anterior para el cultivo in vitro,
con la diferencia de que el medio de cultivo MBA fue enriquecido con alguno de los
siguientes aditivos organicos: agua de coco (200 ml/L), pulpa de platano (100g/L),
liqguido de café (100ml/L) previo a su esterilizacion(Velazquez Ku et al., 2016). Los
procesos de desinfeccion y siembra de semillas e inéculos fungicos y controles, asi
como numero de réplicas y variables a considerar se realizaran de manera similar
al experimento anterior. Teniendo un total de 15 tratamientos por especie de
orquidea (t1: asimbidtico, t2: Tulasnella calospora, t3: Tulasnella sp. t4: Serendipita
vermifera, y t5: Morchella sp. cada uno con los tres aditivos organicos). Contando
con un total de cuatro réplicas por tratamiento de manera que por especie de

orquidea se tenia un total de 60 cajas.

A los 77 dias de su siembra se analizd el porcentaje de germinacion e indice
germinativo de los embriones de las diferentes especies de orquideas, asi como
porcentaje de supervivencia. Todos los datos obtenidos fueron analizados por
ANOVA y analisis de correlacion, ademas se compararon medias (LSD de Fisher).
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Para la fase de cultivo in vitro dual, los embriones de los diferentes tratamientos
fueron trasladados siguiendo la misma metodologia de la fase 2 con la diferencia de
que los medios de cultivo fueron enriquecidos con los aditivos organicos probados
para el cultivo in vitro y a las mismas concentraciones. Este experimento se mantuvo
por un periodo de cinco a seis meses y al final del experimento se midieron las

mismas variables que para el sistema in vitro dual de la fase 2.

Resultados

Germinacion 45 dias medios enriquecidos

Para demostrar el efecto de la adiccién de aditivos organicos (agua de coco, pulpa
de platano y liquido de café), a un medio de cultivo sobre la germinacion de las
orquideas seleccionadas en tratamientos simbioticos. Se germinaron semillas de
las tres especies de orquideas en cajas con medio MBA y sus diferentes
variaciones, a los 45 dias de su siembra se obtuvo el porcentaje de germinacion. El

cual se comparé entre los diferentes medios con una comparacion de medias.

Germinacioén de L. autumnalis con los aditivos organicos

La germinacion simbidtica de L. autumnalis en los medios enriquecidos no se ve
favorecida, presentando porcentajes de germinacion menores a los reportados en
un medio basico (sin ningun aditivo). Sin embargo, podemos resaltar que el
adicionar agua de coco a un medio MBA en un tratamiento asimbiotico si promueve
la germinacién comparada con un medio tradicional. Otro tratamiento que es
necesario destacar es el tratamiento simbiético con Morchella sp. (t5) en un medio
enriquecido con liquido de café que promueve la germinacion de manera muy

destacada (Figura 24).
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Figura 24. Comparacion del porcentaje de germinacién de semillas de L. autumnalis
en medio MBA en los diferentes medios enriquecidos, con diferentes tratamientos a
los 45 dias de la siembra. Letras diferentes indican diferencias significativas

(P=0.05, Tukey).

Germinacion de O. graminifolium con los aditivos organicos

En el caso de O. graminifolium se observé que en los medios enriquecidos los
tratamientos asimbioticos presentaron los porcentajes de germinacion mas altos.

También es importante resaltar que en el medio MBA sin la adiccion de algun aditivo
organico funciona de mejor manera que los tratamientos asimbidticos, exceptuando

el tratamiento con Tulasnella sp. (t2) (Figura 25).
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Figura 25. Comparacion del porcentaje de germinacion de semillas de O.
graminifoulim en medio MBA en los diferentes medios enriquecidos, con diferentes
tratamientos a los 45 dias de la siembra. Letras diferentes indican diferencias
significativas (P=0.05, Tukey).

Germinacion de E. miserum con los aditivos organicos

En cuanto a la germinacién de semillas de la orquidea E. miserum en los medios
enriquecidos, se muestran porcentajes de germinaciéon mayores que los obtenidos
en un medio basico. Obteniendo una respuesta diferencial dependiendo del aditivo
con el hongo. Podemos resaltar el tratamiento con S. vermifera (t4) en el medio con

agua de coco presento el valor mas bajo (Figura 26).
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Figura 26. Comparacion del porcentaje de germinacion de semillas de E. miserum
en medio MBA en los diferentes medios enriquecidos, con diferentes tratamientos a
los 45 dias de la siembra. Letras diferentes indican diferencias significativas
(P=0.05, Tukey).

Efecto de las cepas fungicas sobre el desarrollo del embrién en medio MBA +

aditivos organicos en cultivo in vitro.

Para evidenciar el efecto que se obtiene de afadir aditivos organicos a un medio
bésico de avena, a los embriones de la prueba anterior se les analizé en que estadio
de desarrollo iban a los 77 dias de su siembra, posteriormente se calcul6 el indice
germinativo, con el cual se le puede asignar un valor a cada tratamiento. Se

compararon los tratamientos entre medios e inoculos fungicos.

Desarrollo de L. autumnalis en medios enriquecidos

Al analizar el indice germinativo de L. autumnalis con los diferentes aditivos, se
encontré una respuesta diferencial dependiendo del hongo con el aditivo, sin

embargo, de manera general podemos observar valores mas altos en los
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tratamientos con aditivos orgéanicos. Podemos destacar la tendencia del efecto del
hongo endofito Morchella sp. (t5) sobre el desarrollo con todos los aditivos
organicos, teniendo valores mas altos que su contra parte en un medio basico
(Figura 27).
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Figura 27. Comparacion del indice germinativo de semillas de L. autumnalis en
medio MBA en los diferentes medios enriquecidos, con diferentes tratamientos a los
77 dias de la siembra. Letras diferentes indican diferencias significativas (P=0.05,

Tukey).

Desarrollo de O. graminifolium en medios enriquecidos

Cuando se observo el efecto de los simbiontes sobre el desarrollo de los embriones
en la orquidea O. graminifolium con los diferentes aditivos se encontré que, en los
medios enriquecidos con pulpa de platano y liquido de café, la respuesta asimbidtica
genera los mejores resultados comparadas con sus contrapartes con los
inoculantes fangicos, sin embargo, de manera general encontramos mejores
resultados en el medio MBA (sin aditivos organicos) pero que se encuentran en

simbiosis con los hongos (Figura 28).
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Figura 28. Comparacién del indice germinativo de semillas de O. graminifoulim en
medio MBA en los diferentes medios enriquecidos, con diferentes tratamientos a los
45 dias de la siembra. Letras diferentes indican diferencias significativas (P=0.05,

Tukey).

Desarrollo de E. miserum en medios enriquecidos

En la orquidea E. miserum con los diferentes aditivos organicos en tratamientos
simbidticos, se encontrd una respuesta diferencial en el desarrollo dependiendo del
inoculo fungico con el medio, donde destacamos que en el medio con agua de coco
y el hongo S. vermifera (t4) fue la respuesta mas baja comparada con los demas
tratamientos en este aditivo. En cambio, en el medio enriquecido con pulpa de
platano, el hongo S. vermifera (t4) promovié el mejor resultado. Para el medio
enriquecido con liquido de café se encontr6 que el tratamiento asimbidtico indujo de
mejor manera del desarrollo de esta orquidea, seguido por el tratamiento simbiético

con el hongo endofito Morchella sp.(t5) (Figura 29).
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Figura 29. Comparacion del indice germinativo de semillas de E. miserum en medio
MBA en los diferentes medios enriquecidos, con diferentes tratamientos a los 45
dias de la siembra. Letras diferentes indican diferencias significativas (P=0.05,
Tukey).

Efecto de las cepas fungicas sobre el porcentaje de supervivencia de los
embriones en medio MBA + aditivos organicos en cultivo in vitro a los 77 dias

Para calcular el porcentaje de supervivencia de las diferentes orquideas de interés,
en interaccién directa con las cepas fungicas, se realizé un andlisis a los 77 dias de
la siembra de las semillas en los medios enriquecidos, para contabilizar la
supervivencia. Debido a la baja cantidad de individuos no se les pudo realizar un

analisis estadistico.

Porcentaje de supervivencia de L. autumnalis en medios enriquecidos

Para el caso de L. autumnalis encontramos que el adicionar aditivos al medio basico
de avena, si promueve la supervivencia de las plantas al comparar los medios, sin

embargo, para los tratamientos simbidticos solo encontramos respuestas mejores
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que en el control cuando se utilizo el aditivo de agua de coco y la mejor respuesta
con el in6culo de T. calospora (t2), para la pulpa de platano todos los tratamientos
presentaron respuestas similares al control y para el liquido de café el tratamiento

con Tulasnella sp. (t3) fue la mejor respuesta comparada con su control (Figura 30).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%

p Y.
% '

Ty |

30%
20%

Porcentaje de supervivencia

BN
i |
= . m . . m o |55 . o = . .
I T T T T T
§ & = E S5 5 § & ‘g S § & B E S 5§ o & E 3
c £3 §3/c &% §3|6LF 0L LB
8 g 2l 8 s 2% 8 g 2 g &g 2
MBA MBA+COCO MBA+PLA MBA+CAFE

Figura 30. Comparacion de la supervivencia de los embriones L. autumnalis en
medio MBA en los diferentes medios enriquecidos, con diferentes tratamientos a los

77 dias de la siembra.
Porcentaje de supervivencia de O. graminifolium en medios enriquecidos

Cuando se les analiz6 la supervivencia a los embriones de la especia O.
graminifolium, el mayor porcentaje de supervivencia se obtuvo en el medio sin
aditivos organicos y con el tratamiento asimbiético (t1). Para el medio enriquecido
con agua de coco se en encontrd el tratamiento simbidtico con S. vermifera (t4)
como el tratamiento que mas promoviéo la supervivencia. Para los medios
enriquecidos con pulpa de platano y liquido de café los controles asimbidticos (t1)

presentaron las mejores respuestas (Figura 31).
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Figura 31. Comparacion de la supervivencia de los embriones O. graminifoulim en

medio MBA en los diferentes medios enriquecidos, con diferentes tratamientos a los

77 dias de la siembra.
Porcentaje de supervivencia de E. miserum en medios enriquecidos

El adicionar algunos aditivos organicos a los medios si promueve de manera general
la supervivencia de la orquidea E. miserum con algunos tratamientos flungicos.
Destacando el resultado en agua coco con S. vermifera (t4), promovio la
supervivencia en un 100%. Para pulpa de platano encontramos que el tratamiento
con Tulasnella sp. (t3) genera los mejores resultados, seguido de un tratamiento
asimbiotico. (t1). En cuanto al tratamiento en liquido de café encontramos mejores

resultados en un medio asimbio6tico (Figura 32).
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Figura 32. Comparacion de la supervivencia de los embriones E. miserum en medio
MBA en los diferentes medios enriquecidos, con diferentes tratamientos a los 77

dias de la siembra.

Montaje de técnica in vitro dual con aditivos organicos.

Transcurridos 77 dias de la siembra se monto el experimento de la fase in vitro dual
con todos los aditivos organicos para los embriones obtenidos de las tres especies

de orquideas, sin embargo, los hongos invadieron los medios tomando un rol

parasitoide. Transcurridos 6 meses no se obtuvieron plantulas (Figura 33).
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Figura 33. Fotografia de frascos con el sistema in vitro dual con los diferentes

tratamientos de interés a una semana de su montaje en camara de crecimiento.

Discusion

Los resultados obtenidos sobre la germinacion, desarrollo y supervivencia de las
plantulas de las diferentes orquideas en medios enriquecidos demuestran una
respuesta Unica para cada orquidea, teniendo resultados muy diferentes en todas
las evaluaciones. Se ha mencionado que al trabajar con técnicas como la
micropropagacion in vitro los porcentajes de germinacion pueden variar de acuerdo
de a la especie (Velazquez et al., 2016). De esta manera, numerosos estudios de
cultivo in vitro enfocados a la generacién de protocormos sugieren que la efectividad
del método varia de acuerdo a las necesidades de las especies de orquideas
(Arditti, 1977; Huh et al., 2016).
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Al analizar la germinacién de O. graminifolium y E. miserum se encontré que la
adicion de los 3 aditivos organicos promueve la germinacion en un tratamiento
asimbidtico comparado con el tratamiento control. Incluso podemos resaltar que
para E. miserum la adiccién de los aditivos organicos mejor6 su germinacion en
todos los tratamientos. Para la orquidea L. autumnalis solo con el aditivo agua de
coco la germinacion fue superior al medio control. En cambio, durante la
germinacion en tratamientos con indculos fungicos de manera general no
demostraron tener mejor efecto que los tratamientos asimbioticos. Solo podemos
destacar que los tratamientos L. autumnalis con Morchella sp. (t5) en medio con
café y E. miserum con T. calospora en medio con café superaron a los tratamientos

asimbidticos en términos de germinacion.

Cuando se analiz6 la germinacion en medios enriquecidos se encontrd que el agua
de coco, es el aditivo que tiene mejor desempefio en tratamientos asimbidticos
durante la germinacion. Pero al analizar el efecto en el desarrollo de los embriones
encontramos que los aditivos empiezan a beneficiar el desarrollo. Para L.
autumnalis, todos los aditivos promovieron el desarrollo de los embriones de manera
general, siendo el agua de coco el aditivo que obtuvo los mejores resultados en el
tratamiento asimbiotico. Sin embargo, al observar los resultados en medios
enriquecidos con pulpa de platano y liquido de café, los tratamientos con inéculos
fungicos tienen valores més altos que sus controles en medios basicos. Para O.
graminifolium, los aditivos pulpa de platano y liquido de café, solo funcionaron en
tratamientos asimbidticos, lo que sugiere que la presencia de los inocuos fungicos
no mejoro significativamente el desarrollo de los embriones en este caso. En el caso
de E. miserum encontramos una respuesta variada dependiendo del aditivo
organico utilizado. El tratamiento con S. vermifera (t4), solo funciona en medios con
pulpa de platano, mientras que el liquido de café fue efectivo Unicamente en los
tratamientos asimbidticos seguidos del hongo endofito Morchella sp. (t5), mientras
gue con agua de coco solo el tratamiento con S. vermifera (t4) afecto el desarrollo
de las plantas.
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Estos resultados indican que los aditivos orgénicos, pueden tener un impacto
positivo en el desarrollo de los embriones de las orquideas y que la presencia de
in6culos fungicos puede potenciar aln mas este efecto en algunos casos. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que estos resultados son especificos para
las especies de orquideas estudiadas y pueden variar en otras especies.

Para germinar semillas en un cultivo in vitro, se requieren una variedad de
nutrimentos organicos e inorganicos que son necesarios a nhiveles de
macroelementos como; C, H, O, P, K, N, S, Ca, y Mg y microelementos; B, Zn, Mn,
Cu, Mo, Fe y Cl. Generalmente, las células fabrican sus proteinas a partir de fuentes
adecuadas de carbono y nitrogeno. Las cuales son suministradas por el medio de
cultivo (Eskew et al., 1984; Krikorian, 1991).

Se han reportan multiples compuestos que benefician la germinacion y desarrollo
de las plantas en el liquido de café, entre ellos se encuentran los carbohidratos
como glucosa, fructosa y ribosa, que proporcionan nutrientes esenciales para el
crecimiento de las plantas. Estos carbohidratos pueden servir como fuente de
energia y carbono para las células vegetales. Aunado a esto, el café posee altas
concentraciones de nitrégeno. Se ha reportado que alrededor del 3.08% del peso
seco de un grano de café corresponden a nitrdgeno. Un nutriente esencial para el
crecimiento de las plantas, ya que desempefia un papel crucial en la sintesis de
proteinas y en otros procesos metabdlicos. Por lo tanto, la presencia de nitrdgeno
en el liquido de café puede proporcionar una fuente adicional de este nutriente para

las plantas en el medio de cultivo (Puerta Quintero, 2011).

La adicion de sustratos organicos naturales como el agua de coco y como pulpa de
platano, pueden promover el desarrollo de los brotes cultivados in vitro dado que
representan una fuente de vitaminas, aminoacidos, acidos grasos, carbohidratos,
péptidos y hormonas de crecimiento (Utami & Hariyanto, 2020). El agua de coco es
un liquido incoloro producido por los cocos verdes (Cocos nucifera), contiene azucar

soluble que es una fuente natural de carbono, aminoacidos, fenoles, vitaminas,
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difenilurea y mioinositol. Estos compuestos pueden actuar como nutrientes y
promover el desarrollo de los brotes. Otro de los componentes importantes del agua
de coco es la difenilurea, que es un precursor organico de las citoquininas las
hormonas vegetales que promueven la divisién celular en las plantas (Huh et al.,
2016; Menezes Goncalves et al., 2016). Por lo tanto, la presencia de difenilurea en
el agua de coco puede estimular la division celular y promover el crecimiento de los

brotes cultivados in vitro.

Menezes y colaboradores en el 2016, reportaron que plantas de Laeliocattleya
cultivadas en medios enriquecidos con agua de coco presentaban valores mas
bajos en los primeros estadios de desarrollo. Ademas, corroboraron que la pulpa de
platano induce la multiplicacion y alargamiento de raices en cultivo de plantulas. Por
otro lado, el trabajo de Huang (2001) demuestra que la pulpa de platano induce el

desarrollo de yemas caulinares, pero no de raices.

Se ha propuesto que las asociaciones entre orquideas se pueden dar de 2 maneras.
La primera involucra orquideas heterotréficas en las cuales su dependencia a los
hongos micorricicos es a lo largo de toda la vida de la planta; mientras que en las
orquideas autotrofas esta necesidad va disminuyendo por el desarrollo de funciones
fotosintéticas, es decir la planta depende menos de los hongos (Cameron et al.,
2007).

La simbiosis se ha definido como la una relacion habitual entre dos o mas especies,
gue redunda en beneficios de todas ellas (Hilje, 1964). Incluso para el caso de las
orquideas se ha aceptado el termino de simbiosis obligatoria, que se define como
la asociacion vital para la vida de la orquidea (Rasmussen et al., 2015). Sin
embargo, esas asociaciones se efectian en estado natural donde existe la
necesidad para poder sobrevivir. Durante el presente trabajo, se germinaron las
semillas en medios enriquecidos, donde no existia necesidad de las orquideas de
establecer alguna asociacion con los in6culos fangicos, lo que nos indicaria la

variacion de los resultados con respecto a los obtenidos y mostrados en el capitulo
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2. Es importante tener en cuenta que los estudios en condiciones controladas en el
laboratorio proporcionan informacion importante, pero no reemplazan la

complejidad de las interacciones naturales que ocurren en el medio ambiente.

La efectividad de la inoculacion dependera del balance de factores ecofisiolégicos
en el sistema planta-suelo, lo cual significa que un mismo in6culo puede
desencadenar efectos muy variados sobre un cultivo, dependiendo de las
condiciones que se tenga. Por lo tanto, no se puede generalizar el efecto de un tipo
de micorrizas sobre todos los arboles ni sobre todos los ecosistemas (manejo
directo). Los hongos al estar en condiciones idoneas crecieron de manera acelerada
invadiendo toda la caja. Son muchos los factores que influyen en el crecimiento de
los hongos, como la disponibilidad de materia orgéanica y de agua, la temperatura,
el pHy laluz. La temperatura 6ptima la encontramos entre los 25°C y los 30°C. En
cuanto, al pH del sustrato, la mayoria son ligeramente acidéfilos, en pH de entre 5,5
y 5,7 (Izco Sevillano et al.,, 1997). Siendo las condiciones que se mantuvieron
durante la experimentacién. Demostrando que los hongos en condiciones idoneas
para ellos pueden cambiar a un papel parasitario afectando al crecimiento de las

plantas.

Rhizoctonia sensu latu es un grupo artificial que incluye géneros de hongos como
Thanatephorus, Ceratobasidium, Sebacina y Tulasnella que forman simbiosis con
las orquideas (Sneh et al., 1991; Rasmussen et al., 2015). Sin embargo, los hongos
de ese grupo artificial tienen actividades antagonicas con muchas familias de

plantas (Otero Ospina & Bayman, 2009).

Conclusiones

En general, se puede concluir que la germinacién, desarrollo y supervivencia de las
plantulas de orquideas en medios enriquecidos es un proceso complejo y altamente
variable, con respuestas Unicas para cada especie de orquidea. Los resultados
obtenidos en las evaluaciones demuestran que las orquideas tienen necesidades
especificas y que los aditivos organicos utilizados, como el agua de coco, la pulpa
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de platano y el liquido de café, pueden influir en la germinacion y el desarrollo de

las plantulas.

La micropropagacion in vitro y la utilizacion de diferentes técnicas de cultivo, como
la adicion de indculos fungicos, también afectan los resultados obtenidos. Es
importante considerar que la efectividad de estos métodos puede variar

dependiendo de la especie de orquidea y las condiciones de cultivo.

Ademas, se destaca la importancia de proporcionar a las plantulas de orquideas
una variedad de nutrimentos organicos e inorganicos, como macroelementos y
microelementos, para su adecuado desarrollo. Estos nutrientes son esenciales y

pueden ser suministrados mediante el medio de cultivo utilizado.

Por altimo, se evidencia la complejidad de la simbiosis entre las orquideas y los
hongos micorricicos, y como esta relacion puede variar segun la especie de
orquidea y su nivel de dependencia fotosintética. Los hongos micorricicos pueden
tener un papel beneficioso en el crecimiento de las orquideas, pero también pueden

volverse parasitarios en condiciones favorables.

En conclusién, el cultivo in vitro de orquideas en medios enriquecidos requiere
considerar las necesidades especificas de cada especie, la selecciéon adecuada de
aditivos organicos, la aplicacion de técnicas de inoculaciéon apropiadas y el
suministro balanceado de nutrientes. Estos factores influyen en la germinacion,
desarrollo y supervivencia de las plantulas y son relevantes para el éxito de los

estudios y la produccion de orquideas en entornos controlados.
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8. Discusion General

Durante el presente trabajo las diferentes pruebas, la orquidea L. autumnalis
demostrd ser la especie que mas afinidad tuvo con las cepas probadas, variando el
efecto de acuerdo a la cepa. La especie L. autumnalis ha demostrado tener valores
alto de riqueza y diversidad de las comunidades fungicas (Beltran Nambo, 2018).
Ademas, de ser una de las especies con mayor cubrimiento territorial. Lo cual
confirma lo que se ha mencionado sobre algunas especies de orquideas, en las que
su talento adaptativo para dispersarse y colonizar nuevos ambientes esta
relacionado con su capacidad de interactuar con una mayor variedad de hongos,
donde obtienen mayor ventaja en los sustratos donde se desarrollan y

probablemente en variaciones estacionales (Ercole et al., 2015; Waud et al., 2016).

En adicion, su plasticidad para cambiar de socios fungicos de acuerdo a sus
necesidades, asegura su supervivencia durante diferentes etapas de su ciclo de
vida o condiciones ambientales (Rasmussen et al.,, 2015). Lo cual se observo
durante en los resultados, variando la efectividad de acuerdo al estado fenoldgico
de la planta. Sin embargo, en el trabajo de Beltran Nambo (2018), se trabajo con L.
autumnalis y las mismas cepas fungicas, obteniendo porcentajes de germinacion
mas altos en menos dias. Lo cual nos indica que las cepas con las que se trabajaron

durante el presente trabajo han perdido parcialmente su efectividad.

Otro punto importante a resaltar, es que la simbiosis se da en la naturaleza para
complementar sus necesidades en una asociacién mutualista. Sin embargo, durante
el trabajo se tuvieron las condiciones Optimas para el crecimiento y desarrollo tanto
de las semillas como de los HMO (Zettler, 1997).

Se ha discutido que las condiciones del nicho afectan el como actian los HMO con
las semillas de orquideas (Waud et al., 2017). Asimismo, desde el punto de vista
nutricional, el crecimiento de la planta derivado al aumento de la absorcion de P es

el principal beneficio que obtiene del HM, por la baja disponibilidad de este
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elemento, en algunos suelos. Sin embargo, si el P no es un elemento limitante en el
suelo, la simbiosis puede llegar a ser reducida o hasta inhibida si se encuentra en
altos niveles en el suelo (Blanco & Salas, 1997). Todas estas respuestas tan
especificas reflejan diferencias en las estrategias ecolégicas de los HM, en el
metabolismo de las plantas, la arquitectura de la raiz y en los patrones de
colonizacion (Dodd, 1998; Smith & Read, 2008b).

Se ha reportado que algunos hongos micorricicos tienen dificultades en crecer en
medios de cultivo convencionales (Rasmussen et al., 2015), no obstante durante el
presente trabajo se observd que las cepas no solo crecieron de manera mas
acelerada que en su medio clasico de crecimiento, sino que también pasaron de
tener un efecto benéfico a un rol de parasito. Es necesario tener en cuenta las
necesidades tanto de los HMO como de las orquideas al establecer metodologias

para su cultivo.

Durante el trabajo de Batty et al. (2006), se trabajé con medio PDA a un cuarto de
su concentracion en el cultivo in vitro dual, con lo que el crecimiento de los hongos
fue limitado y controlado. Bajar las concentraciones de los aditivos y avena limitaria
en crecimiento de los HMO y favoreceria el cultivo de in vitro dual para las

orquideas.
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9. Conclusién general

El adicionar aditivos organicos a un medio de cultivo, no incrementa los beneficios
gue representa una germinacion simbidtica in vitro. Perjudicando su germinacion,

desarrollo y supervivencia en un contacto directo.

Con los resultados del cultivo in vitro e in vitro dual, se observé que la germinacion,
desarrollo y supervivencia de las plantulas de las tres especies de orquideas se ven
modificadas por la interaccién con los hongos. L. autumnalis responde de manera
adecuada tanto a la interaccion directa como indirecta con los hongos. E. miserum
presenta un mejor desarrollo con los volatiles del hongo T. calospora. Mientras que,
O. graminifolium responde mejor al contacto directo con las cepas fungicas
probadas

10. Perspectivas

Realizar experimentacién en la que se determine la germinacion, crecimiento y
desarrollo de las plantulas, en cultivos con los hongos por separado (sin interaccion
directa) en el mismo medio y observar si en conjunto los compuestos volatiles
derivado de los hongos y los aditivos organicos mejoran los tiempos de germinacién
y desarrollo de las plantas.

Disminuir las concentraciones de la avena y de los aditivos organicos en el montaje

de las técnica in vitro dual, para evitar un crecimiento muy acelerado de las cepas.

Trabajar con una sola especie de orquidea y diversas cepas de hongos, lo cual dara

una perspectiva general de la respuesta especifica de la planta.
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