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RESUMEN 

 

En México la familia Orchidaceae se encuentra taxonómicamente bien 

catalogada. Sin embargo, como sucede en otras partes del mundo, en nuestro país las 

poblaciones naturales de orquídeas han disminuido drásticamente sin que se cuente con 

datos precisos de su situación actual y de la interacción que guardan con otros 

organismos, como son sus hongos micorrícicos, los cuales son muy importantes para los 

procesos de germinación de la semilla, así como en distintas etapas de desarrollo de la 

planta. Por lo que, estudios como el presente son importantes ya que permiten determinar 

la especificidad ecológica (asociación planta-hongo en condiciones naturales), como 

potencial (asociación planta-hongo que se producen en condiciones de laboratorio), que 

pudieran tener las orquídeas terrestres hacía su socio fúngico y la eficiencia de la 

simbiosis en los procesos de desarrollo y supervivencia en cultivos in vitro, como 

propuesta de conservación eficiente de esta familia de plantas en sus hábitats naturales.  

El objetivo de este estudio fue caracterizar e identificar morfológicamente los hongos 

micorrícicos de orquídeas terrestres de los géneros Govenia, Habenaria y Bletia, y 

evaluar su especificidad potencial en la germinación y desarrollo de plántulas in vitro. 

Para abordar esto, se colectaron raíces de las plantas y se identificaron sus hongos 

micorrícicos a partir de las características macroscópicas y microscópicas que 

presentaron, las cuales se obtuvieron de cultivos puros. Además, se colectaron cápsulas 

de los mismos géneros para llevar a cabo las pruebas de viabilidad de semillas y la 

germinación de estás en diferentes tratamientos. Se obtuvieron 9 morfoespecies a fines al 

género-forma Rhizoctonia, las cuales pertenecen únicamente a la especie B. purpurata, 

en las demás especies de orquídeas analizadas no se aislaron HMO. B. purpurata se 

relacionó principalmente con hongos del género teleomorfo Tulasnella (ocho 

morfoespecies) y uno a Sebacina. Sin embargo, se comprobó que la variación presentada 

en los caracteres evaluados no permite una caracterización clara para este grupo. Por otra 

parte, se evaluó la viabilidad de semillas de los diferentes géneros usando dos técnicas 

colorimétricas distintas (diacetato de fluoresceína y tetrazolio), concluyendo que el más 

efectivo para estimar la viabilidad es el de tetrazolio, debido los patrones de tinción del 

embrión que presentan,  lo que permiten una mayor confiabilidad. 
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En la evaluación del proceso de germinación, los aislados de B. purpurata 

difirieron en eficiencia al promover la germinación, desarrollo y supervivencia de B. 

purpurata y H. flexuosa. La germinación de B. purpurata fue más eficiente En B. 

purpurata la especie Tulasnella sp1 fue el más eficiente en promover la germinación. En 

cuanto al índice de desarrollo, los más eficientes fueron Tulasnella sp1, Tulasnella sp3 y 

Tulasnella sp7. Por otra parte el mayor porcentaje de supervivencia se encontró en el 

tratamiento con Tulasnella sp1 y Tulasnella sp7, mientras que Tulasnella sp8 y Sebacina 

sp1 términaron por parasitar y provocar la muerte de los estadios alcanzados al fin del 

experimento. Al analizar la interacción entre los aislados extraidos de B. purpurata en la 

germinación de semillas de H. flexuosa, se encontró que esta se vio favorecida por 

Tulasnella sp7, Tulasnella sp5, mientras que el índice de desarrollo mayor, se encontró 

en los medios asimbióticos KC, PHYTAMAX y en simbiosis con Tulasnella sp1. La 

supervivencia en esta especie fue más favorable en los medios asimbióticos KC, 

PHYTAMAX, y en simbiosis con Tulasnella sp1 y Tulasnella sp8 y menos desfavorable 

en simbiosis con Tulasnella sp2, Tulasnella sp5 y Tulasnella sp7. Según lo obtenido, 

existe especificidad orquídea-hongo, puesto que los aislados de Bletia purpurata fueron 

más eficientes en la promoción de la germinación, desarrollo y supervivencia de las 

plántulas, en comparación con H. flexuosa. Este estudio representa una contribución al 

conocimiento de la biología de la simbiosis para los géneros de orquídeas en estudio, así 

como para futuras investigaciones donde la reproducción por semilla es importante. De la 

misma manera, los métodos in vitro pueden emplearse como estrategias de conservación 

con el fin de promover la preservación de esta familia considerada amenazada. 

Palabras clave: Rhizoctonia, Tulasnella, Simbiosis, Sebacina 
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ABSTRACT 

 

In Mexico the Orchidaceae family is taxonomically well cataloged. However, like it 

happens in others parts of world, in our country the natural populations of orchids have 

been decreased drastically, and knowledge about their current situation and the 

interaction they share with other organisms, like their mycorrhiza fungi, is scarce. These 

fungi are very important for the germination process of the seed and during different 

stages of the plant development. Therefore, studies about these topics are important 

because they will allow to determine ecological specificity situation (plant-fungus 

association in natural conditions), as well as potential specificity (plant-fungus 

association that produced in laboratory conditions), that would allow to determine the 

specificity that terrestrial orchids might have towards their fungal partner and efficiency 

of the symbiosis in the development processes and survival in in vitro cultures, as an 

alternative in conservation programs of this plants family in their natural habitats. The 

aim of this study was the morphological characterization and identification of mycorrhiza 

fungi of terrestrial orchids include in genus Bletia, Habenaria y Govenia, and assess their 

potential specificity, in vitro germination and seedling development. To achieve this, 

plants roots were collected and their mycorrhiza fungi were isolate and identified from 

the macroscopic and microscopic characteristics. In addition, capsules of the same genera 

were collected to perform viability and germination seeds´ tests. Nine morphospecies 

related to form-genus Rhizoctonia were obtained, they were extracted to B. purpurata 

species, and in H. flexuosa species isolates were not obteined. B. purpurata was mainly 

related to fungi of the teleomorph Tulasnella genus (eight morphospecies) and one to 

Sebacina. It was found that the variation present in the evaluated characteristics did not 

allow a clear characterization for this group. In the other hand, the viability of seeds of 

the different genera was evaluated using two different colorimetric techniques 

(fluorescein diacetate and tetrazolium), it concluded that the most effective technic to 

estimate viability is the tetrazolium. 
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In the evaluation of the germination process, isolates of B. purpurata differ in efficiency to 

promote the germination, growth and survival of B. purpurata and H. flexuosa. Tulasnella 

sp1 species was the most effective in promoting germination. With respect to development 

index, the most efficient samples were Tulasnella sp1, Tulasnella sp3 and Tulasnella sp7. 

The highest survival percentages were found in treatments with Tulasnella sp1 and 

Tulasnella sp7 while Tulasnella sp8 and Sebacina sp1 parasitized and eventually they 

caused plants’ death at the end of the experiment. When the interaction between isolates 

extracted was analyzed on H. flexuosa seed germination, it was found that germination was 

favored by Tulasnella sp7 and Tulasnella sp5, while the greatest index development was 

found in KC and Phytamax asymbiotic media and in Tulasnella sp1 symbiotic media. The 

survival of this species was highest in KC and Phytamax asymbiotic media, and in 

Tulasnella sp1 and Tulasnella sp8 symbiotic media and lowest in Tulasnella sp2, 

Tulasnella sp5 and Tulasnella sp7 symbiotic media. The results obtained show that exist 

orchid-fungus specificity, since B. purpurata isolates were more efficient in promoting 

germination, development and survival of seedlings from this species compared with H. 

flexuosa seedlings. 

This study represents a contribution for better knowledge on the biology of terrestrial 

orchids’ symbiosis, and for future research where reproduction by seed could be 

important. Likewise, in vitro methods can be used as conservation strategies to promote 

the preservation of this family that is considered threatened.  
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1. INTRODUCCIÓN 

La familia Orchidaceae es uno de los grupos de plantas vasculares más grandes ya 

que comprende cerca del 10% de todas las especies de plantas con flores (Dressler 1981; 

Zotz, 2013). Los miembros de esta familia han obtenido diversas estrategias de vida que 

van desde epífitas a terrestres y de hojas siempre verdes hasta especies no fotosintéticas 

(Zettler et al., 2004). De manera que, a nivel mundial se reportan alrededor de 25, 000 

especies (Jones, 2006), y de las cuales al menos 1, 260 se encuentran distribuidas en 

diferentes estados de la República Mexicana (Soto et al., 2007). Para el estado de 

Michoacán se menciona alrededor de 200 especies, algunas consideradas de distribución 

escasa o rara (Instituto de Ecología, Pátzcuaro, 2008).  

En la mayoría de estas plantas se han encontrado hongos endofítos e intracelulares 

en uno o más de sus órganos tales como raíces y cormo en algún periodo de su ciclo de 

vida (Mukerji et al. 2002; Smith y Read 2008; Ávila et al., 2013) y de los cuales no se 

conoce el papel que desempeñan en la planta. Algunos de estos hongos forman 

asociaciones simbióticas que son denominadas micorrizas orquideoides y difieren de otros 

tipos de micorrizas por diversas características distintivas. Son consideradas una 

asociación benéfica para estas plantas, por lo que la comprensión de esta simbiosis 

micorrícica es de gran importancia, así como conocer la identidad y disponilidad de los 

hongos simbiontes, ya que se considera un factor clave que ha influido en la función, 

distribución y diversidad de las orquídeas (Zettler et al., 2004). Aún que esta familia se 

encuentra taxonómicamente bien catalogada, son pocos los estudios que se han realizado 

con la finalidad de conocer el tipo de interacciones que tienen estas plantas y el grado de 

especificidad tanto ecológica como potencial que puden tener con estos hongos 

simbiontes. 

La micorriza orquideoide se caracteriza por la formación de pelotones, que son 

estructuras miceliares que ocupan el espacio intracelular en las células corticales causando 

el desplazamiento de los organelos (Breddy, 1991). Además, tienen otras características 

distintivas como células largas y ramificaciones en ángulo recto con respecto a la hifa 

principal; en ocasiones se estrecha ligeramente a nivel de la bifurcación y posee un septo 

cerca de ella. El hongo además puede producir ramilletes de células cortas y anchas, 



2 
 

denominadas células monilioides, y de las cuales se pueden desarrollar pequeños 

esclerocios (Mosquera et al., 2010). 

Los estudios de identificación morfológica y molecular de hongos asociados a 

orquídeas indican que existe un amplio rango de hongos que actúan como micobiontes 

(Warcup y Talbot, 1971; Currah et al., 1988; Rasmussen,1995 Taylor y Bruns, 1997, 

1999; Kristiansen et al., 2001), pero que presentan taxa comunes, y los cuales están 

incluidos dentro del grupo género-forma Rhizoctonia, que incluye en la fase asexual y 

sexual (anamorfo-teleomorfo) los géneros Ceratorhiza-Ceratobasidium, Epulorhiza-

Tulasnella, Sebacina-Monilliopsis y Rhizoctonia-Thanatephorus (Warcup y Talbot 1967; 

Roberts, 1999; Mosquera et al., 2010), con lo que se apoya que estas platas presentan 

interacciones fúngicas específicas (Beltrán, 2010). 

A nivel mundial las investigaciones realizadas indican una situación compleja ya 

que algunas orquídeas fotosintéticas, aun cuando muestran un amplio rango de asociación, 

tienen un único hongo micorrícico dominante (Dearnaley, 2007). También se ha 

encontrado que las orquídeas epifitas presentan una intensidad de colonización más baja y 

son más generalistas hacía la asociación que las orquídeas terrestres (Otero et al., 2002), y 

que además en las orquídeas terrestres de climas templados la micorriza es fundamental 

durante el proceso de germinación de la semilla, desarrollo y/o establecimiento de la 

plántula en comparación con orquídeas epífitas tropicales (Smith y Read, 1997). 

Algunos trabajos de orquídeas epífitas a nivel mundial indican estar asociados a 

distintos clados. En Puerto Rico, América Central-Ceratobasidium (Valadares et al., 2012; 

Otero et al., 2004; Mosquera et al., 2013; Otero et al., 2013), Brasil-Tulasnella y 

Ceratobasidium, (Pereira et al., 2003, 2005) y en el Ecuador-Tulasnella y Sebacina 

(Suárez et al., 2006), mientras que orquídeas terrestres de Puerto Rico y Colombia, 

muestran asociación principalmente con diferentes clados de Tulasnella (Valadares et al., 

2012; Otero et al., 2004; Mosquera et al., 2013; Otero et al., 2013). Etudios de orquídeas 

terrestres realizados en alrededores de la ciudad de México reportan que algunos géneros 

parecen tener una alta especificidad por su micobionte como Bletia-Tulasnella, 

Dichromantus-Ceratobasidium, Habenaria-Tulasnella y Malaxis-Tulasnella (Rangel-

Villafranco y Ortega-Larrocea, 2007; Beltrán, 2010). Sin embargo, aun que se menciona 
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que hay un gradiente de especificidad en géneros de orquídeas, aún siguensiendo pocos los 

estudios que se han realizado para confirmar esta situación. 

Los proyectos de conservación a nivel mundial utilizan técnicas simbióticas para la 

propagación de orquídeas, utilizando bancos de semillas y cultivos de hongos. Las 

especies de orquídeas consideradas raras o amenazadas se han estado propagando 

simbióticamente con el propósito de conservación ex situ o reintroducción (Rasmussen, 

2007). Sin embargo, para poder realizar este tipo de estudios se requiere de un amplio 

conocimiento de los aspectos biológicos de esta asociación, entre los que se encuentra la 

determinación de la especificidad que pudieran mostrar, tanto ecológica (papel de las 

interacciones o asociaciones planta-hongo que se producen en condiciones naturales), 

como especificidad potencial (asociaciones planta-hongo que se producen en condiciones 

de laboratorio) (Harley y Smith, 1983; Masuhara y Katsuya, 1994). 

  En México los estudios realiados sobre micorrizas en orquídeas aun que han 

abordado aspectos relacionados a la geminación, estos están encaminados únicamente a 

cuestiones de eficiencia y no de especificidad, por tal motivo el presente estudio es 

importante para conocer la especificidad potecial que pudieran tener las orquídeas 

terrestres hacía su socio fúngico y la eficiencia de la simbiosis en los procesos de 

desarrollo y supervivencia en cultivos in vitro, como propuesta de conservación eficiente 

de esta familia de plantas en sus hábitats naturales.  

 

2. MARCO TEÓRICO  

2.1. Generalidades de la familia Orchidaceae 

La familia Orchidaceae pertenece a la clase de las monocotiledóneas, las cuales son 

principalmente plantas herbáceas (Rangel, 2006), es una de las familias de plantas con flor 

más grandes y diversas, ocupando el segundo lugar luego de la familia Asteraceae 

(Ordoñez, 2012). Se estima que está conformada por 20 000 a 30 000 especies distribuidas 

en 5 subfamilias; Apostasioideae, Vanilloideae, Orchidoideae y Epidendroideae (Hágsater 

et al., 2005). Los miembros de esté taxón crecen en una amplia gama de hábitats y tienen 
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una gran variedad de estrategias de vida que van de epífitas a terrestres, así como distintos 

aspectos nutricionales desde autótrofos a heterótrofos (Mc Cormick et al., 2004). 

2.2. Distribución y diversidad 

Esta familia se distribuye por todo el mundo a excepción de los polos, por lo que se 

les considera verdaderas plantas cosmopolitas, alcanzando su máxima diversidad en las 

regiones de climas tropicales y subtropicales (Calderón, 2007), especialmente en los andes 

americanos (Dressler, 1981). No obstante, muchas especies se caracterizan por presentar 

distribuciones geográficas limitadas (Tremblay, 1997).  

En México se reconocen actualmente más de 1,200 especies (Hágsater et al., 2005). 

De ellas, aproximadamente, 200 están en alguna categoría de riesgo: amenazadas, o en 

peligro de extinción (SEMARNAT, 2010). Alrededor del 60% de los taxa se desarrollan en 

el bosque de niebla, ecosistema que ocupa solo 1% del territorio nacional (Menchaca et al., 

2012). 

Los estados de la república mexicana que albergan una mayor diversidad de 

especies son Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Guerrero y Michoacán, aunque todos los estados 

cuentan por lo menos con una especie (Soto et al., 2007). 

Para el estado de Michoacán se mencionan alrededor de 200 especies, algunas 

consideradas de distribución escasa o rara (Soto et al., 2007; Instituto de Ecología, 

Pátzcuaro 2008, citado en Beltrán, 2010).  

La amplia distribución y diversidad de esta familia se asocia a una alta plasticidad 

adaptativa que le ha permitido colonizar una variedad de nichos, desde el medio terrestre, 

incluyendo formas litófitas hasta especies de vida aérea (epífitas) en las copas de los 

árboles (Chase et al., 2003) y de hojas siempre verdes hasta especies no fotosintéticas 

(Zettler et al., 2004). 

2.3. Características de la familia Orchidaceae  

Las plantas de esta familia poseen dos tipos de crecimiento, el monopodial, cuando 

el crecimiento vegetativo se da a partir de un meristemo apical que da lugar a un solo eje 
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principal; y el simpodial, cuando el crecimiento vegetativo se da por vástagos generados de 

manera consecutiva a partir de meristemos o yemas situadas en el vástago anterior 

formando un eje compuesto (Hágsater et al., 2005). 

Como característica única de la familia está la formación del protocormo, que es 

una estructura originada a partir de la diferenciación de las células del embrión que dará 

origen a la plántula. La fase de protocormo es heterotrófica y dependiente de la asociación 

con un hongo micorrícico que sustente la germinación y el posterior desarrollo de la 

plántula a través del suministro de nutrientes (Clements, 1988). 

El tallo es muy variable en dimensiones y estructura, según el tipo de crecimiento 

pueden ser rizomas, cormos (terrestres) o seudobulbos (epífitas). Esta estructura desempeña 

funciones de almacén de agua y sustancias de reserva (Hágsater et al., 2005). 

Las hojas son simples y enteras, perennes o deciduas, además pueden ser delgadas, 

carnosas, coráceas o rígidas (Hágsater et al., 2005), con nerviación paralelinervia o 

conduplicadas (un solo nervio prominente por el envés y el resto de la lámina liso) (Reina y 

Otero, 2011). Estas estructuras efectúan las funciones típicas de la mayoría de las plantas, 

aunque también pueden estar modificadas para servir como almacén de agua (Hágsater et 

al., 2005). 

Las raíces son carnosas, simples o ramificadas, y en especies epífitas se presenta un 

tejido especializado llamado velamen, el cual facilita la absorción de humedad y puede 

realizar la fotosíntesis. De manera general, la función de las raíces es la de absorber agua y 

nutrientes, además de fijar la planta al hospedero en las especies epífitas (Hágsater et al., 

2005). 

Las flores suelen estar agrupadas en racimos o panículas, aunque pueden ser 

solitarias. Las inflorescencias se originan principalmente en la base o el ápice del tallo o 

seudobulbo. La flor presenta simetría bilateral y consta principalmente de las siguientes 

características, tres sépalos libres o connados, tres pétalos libres, de los cuales, el central 

está modificado (labelo) (Reina y Otero, 2011; Kull y Arditti, 2013) (Figura 1A); una 

columna, estructura resultante de la fusión entre los filamentos de los estambres y el estilo 
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(Figura 1B) (estructuras masculinas y femeninas) (Kull y Arditti, 2013); polinios, que son 

conglomerados de granos de polen; y el rostelo, estructura que separa los polinios de la 

superficie fértil del estigma, además de facilitar la dispersión de los mismos. Las flores son 

por lo general hermafroditas, aunque también existen unisexuales como en los géneros 

Catasetum y Cynoches (Hágsater et al., 2005). Las orquídeas atraen a los polinizadores 

mediante gran variedad de estrategias, entre ellos el mimetismo, la fragancia, las ofertas de 

néctar, trampas, entre otros otros artefactos (Kull y Arditti, 2013). 

Figura 1. Generalidades de una flor de orquídea. A) Partes constituyentes de una flor de Encyclia, vista 

frontal y B) Vista ventral de la columna. Tomado de Dressler (1993). 

 

Los frutos de las orquídeas son cápsulas con varias suturas longitudinales que al 

madurar permiten la liberación de las semillas (Arditti y Ghani, 2000; Hágsater et al., 2005; 

Montaño, 2011) (Figura 2a).  Pudiendo llegar a producir desde 1,300 a 4, 000, 000 semillas 

por cápsula (McKendrick, 2002, citado en Pazmiño, 2011). 

Las orquídeas se caracterizan por poseer semillas minúsculas y numerosas, llamadas 

semillas polvo (Arditti y Healey, 1980; Kull y Arditti, 2013). Éstas pueden medir desde 0.4 

– 1.25 mm de largo y 0.08 – 0.27 mm de ancho (Otero et al., 2012). Debido al diminuto 

tamaño de las semillas, están escasamente diferenciadas por lo que contienen poca o 
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ninguna reserva para llevar a cabo la germinación, es decir, carece de endospermo (Arditti 

y Healey, 1980), de cotiledones y presentan un embrión muy pequeño (Arditti, 1992; 

Dressler, 1981) (Figura 2b).  

 

Figura 2. Frutos y semilla de orquídeas. a) Cápsulas de orquídeas del género Govenia y b) Semilla de 

orquídea de Habenaria flexuosa (flecha roja señala el embrión y flecha azul muestra la testa. Fotos tomadas 

por Montes (2015). 

Aunado a esto, las semillas de las orquídeas contienen pocas cantidades de 

proteínas, lípidos, azúcares y granos de almidón (Smith y Read, 1997) y debido que, estas 

pocas reservas no son suficientes para iniciar los procesos de germinación por sí solas, un 

requerimiento fundamental para iniciar los procesos de germinación es la presencia de un 

simbionte (hongo micorrízico orquidioide), debido a sus grandes limitantes (Otero et al., 

2012). 

La sumatoria de estos factores hace que el número de semillas que germinan en 

condiciones naturales sea muy bajo en comparación con el número de semillas producido 

(Rasmussen, 1995).  

La morfología general de las semillas de orquídeas varía desde filiforme, fusiforme 

y elipsoidal, y en algunos géneros se observan apéndices semejantes a alas o 

protuberancias, cuya función está relacionada con la dispersión (Pazmiño, 2011). Las 

medidas de las semillas de orquídeas terrestre van de 0.07 a 0.40 mm de ancho y de 0.11 a 
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1.97 mm de longitud, incluyendo la testa (Arditti y Healey, 1979, 1980; Healey et al., 

1980) y los de las especies epifitas tienden a ser aún más pequeñas (Stoutamire, 1983). 

Esto coloca a las semillas de orquídeas entre las más pequeñas conocidas en el reino 

vegetal.  

La mayoría de las especies de orquídeas son fotosintéticas, otras constituyen un 

número pequeño de especies que son mico-heterotróficas a lo largo de su ciclo de vida, es 

decir, que necesitan de sus hongos completamente para adquirir su recurso energético y 

recientemente se reconoce a las mixotrofas, en donde las orquídeas fotosintéticas 

suplementan parte de su carbono fijado con el que deriva de los hongos micorrízicos 

(Dearnaley, 2007; Beltrán, 2010). Sin embargo, se desconoce el grado en el cual una 

combinación de fototropía y micotrofía, es importante para la supervivencia y competición 

de las orquídeas terrestres, aunque se ha observado que en especies con floración en 

invierno, la micotrofía y la fotosíntesis se utilizan simultáneamente (Rasmussen y 

Whigham, 2002), en las que la colonización micorrízica tiene una marcada influencia en el 

crecimiento y desarrollo de estas plantas (Shagufta et al., 1993). 

2.3.1. Viabilidad de semillas de orquídeas  

Actualmente, la forma más segura de corroborar la calidad de lotes de semillas 

proviene de la realización de ensayos de germinación (Benito et al., 2004), en los que bajo 

condiciones ideales de luz, temperatura, humedad y sustrato se hacen emerger las plantas. 

Sin embargo en la mayoría de los casos se requiere de un tiempo excesivo para la 

observación de los resultados (Benito et al., 2004). Cuando se evalúan las condiciones de 

germinación es importante tener en cuenta la viabilidad de las semillas en estudio, ya que 

permite obtener un estimado de la proporción de semillas que no germinará, como 

consecuencia de condiciones desfavorables causadas por la falta de viabilidad (Muñoz y 

Jiménez, 2008). Existen diferentes métodos colorimétricos para la determinación de la 

viabilidad de semilla. En específico, los métodos implementados para evaluar la viabilidad 

de semillas de orquídeas son el cloruro de trifenil tetrazolio (TTC) y el diacetato de 

fluoresceína (DFA) (Rasmussen, 1995), los cuales permiten la detección de vida o 

actividad metabólica (Widholm, 1972).  
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En orquídeas el método más utilizado para determinar dicha viabilidad es la prueba 

bioquímica de tetrazolio (Vujanovic et al., 2000; Johnson et al., 2007; Lauzer et al., 

2007), el cual fue desarrollado por George Lakon para probar la viabilidad de semillas de 

cereales como el trigo, el maíz y cebada, y actualmente es aceptada por la International 

Seed Testing Association (ISTA) (Hartmann y Kester, 1983). Ésta se fundamenta en la 

reducción del cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio incoloro (Lakon, 1949). Las semillas 

viables son evaluadas en función de la coloración del embrión, siendo considerados 

viables los embriones de color naranja o rojo (Pritchard y Prendergast 1990; Mweetwa et 

al., 2008). Algunas especies de orquídeas poseen semillas con latencia (Rasmussen, 1995), 

y requieren condiciones ambientales y de nutrientes específicos para germinar (Arditti et 

al., 1982). Cuando hay latencia la coloración química de semillas de orquídeas, es una 

herramienta muy útil para monitorear la conservación de orquídeas y la posibilidad de su 

propagación in vitro (Pritchard y Prendergast, 1990). La determinación de la viabilidad 

también es importante para conocer el grado de conservación de las muestras, y más aun 

teniendo en cuenta el pequeño tamaño de las semillas y el desarrollo de un embrión 

inmaduro sin endospermo característico de las orquídeas (Arditti y Ernst, 1993). Estudios 

previos por Lallana y García (2010, 2012) han reportado el acondicionamiento de 

procedimientos de la prueba topográfica de tetrazolio para semillas de orquídeas 

empleando distintas dosis y tiempos de exposición a la sal 2,3,5 cloruro de 

trifeniltetrazolio (TTC). Por su parte, el procedimiento utilizando el método de tinción de 

diacetato de fluoresceína (DFA) ha sido utilizado con éxito durante muchos años como un 

colorante vital, en particular en los estudios de células de plantas cultivadas (Widholm, 

1972) y granos de polen (Heslop-Harrison y Heslop-Harrison, 1970). Se basa en el hecho 

de que únicamente las células viables adquieren coloración con DFA y emiten 

fluorescencia cuando son iluminadas con luz ultravioleta (Widholm, 1972), el DFA entra 

libremente en las células en las que puede ser hidrolizado por enzimas esterasas para dar 

fluorescencia en células vivas.  

El uso de pruebas de este tipo puede evitar falsos negativos en la prueba de 

germinación de semillas de orquídeas. Cuando el medio de cultivo no es el óptimo 

(Pritchard, 1985), o el hongo micorrícico utilizado no es totalmente compatible con el de 

la orquídea examinada (Clements, 1982). De esta manera, la tinción de semillas de 
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orquídeas terrestres para determinar el porcentaje de semillas con embriones viables es un 

importante paso en la conservación de la orquídea y la propagación in vitro (Pritchard y 

Prendergast, 1990). 

2.3.2. Proceso de germinación 

La biología de la germinación de las semillas de orquídeas no es muy conocida 

debido al diminuto tamaño, lo que hace que sea difícil seguir el proceso desde el momento 

en que se liberan del fruto. Desde las primeras etapas de desarrollo de las plántulas de 

orquídeas terrestres son subterráneas, generalmente no se observan hasta algún tiempo 

después de la germinación. Esto deja toda una etapa en el ciclo de vida de las orquídeas 

prácticamente inexploradas (Rasmussen y Whigham, 1993). 

Estas semillas contienen un embrión indiferenciado y puede estar constituido desde 

8 a 734 células en orquídeas terrestres. El embrión no presenta cotiledones y no tiene 

reservas alimenticias (carece de endospermo); puede contener en sus células lípidos o 

proteínas que pueden ser suficientes para iniciar la germinación, pero que no están 

disponibles metabólicamente (Rasmussen, 1995; Arditti y Ghani, 2000), lo que las 

imposibilita para germinar por sí solas (McKendrick, 2000). Sin embargo, algunas 

especies de orquídeas de los géneros Dactylorhiza y Orchis pueden llegar a metabolizar 

estas reservas para germinar (Rasmussen, 1995; Arditti y Ghani, 2000). La mayoría de las 

semillas de orquídeas dependen de la energía y nutrimentos que les proporcionan hongos 

micorrícicos para germinar y desarrollarse (Rasmussen, 1995; Smith y Read, 1997); es 

decir, pasan por una fase micoheterótrofa antes de llegar a ser autótrofas. Otro beneficio 

que proporciona el hongo en algunas especies de orquídeas es la interrupción de la latencia 

(Brundrett et al., 2003; Peterson et al., 2004). 

El desarrollo de las orquídeas durante la germinación no ocurre como en el resto de 

las demás angiospermas (radícula-tallo-hoja) (Zettler y Mclnnis, 1993), sin embargo, 

dicho proceso es similar entre ellas (Arditti, 1992; Sheehan, 1996; Damon et al., 2004), y 

se puede definir como los estadios secuenciales de desarrollo del embrión hasta la 

formación de una planta completa. La germinación de las orquídeas marca la transición 

del estado de embrión latente a una forma metabólicamente activa, en donde se producen 
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eventos como el aumento de la tasa de respiración, la síntesis de enzimas y ácidos 

nucleicos, la división celular e hidratación de proteínas (Pritchard, 1993). Estos eventos 

dependen de factores abióticos como la luz, el agua y la temperatura. 

El proceso de germinación se inicia con la imbibición (movimiento del agua al 

interior del embrión), produciendo un aumento de volumen que rompe la testa (Smith, 

1973; Arditti, 1992; Barba et al., 2002). A partir de este evento, comienza la división 

celular, formando una estructura indiferenciada de células de forma cónica llamada 

protocormo (McKendrick, 2000). Durante el desarrollo del protocormo simbiótico se 

observa su polarización (región del meristemo apical y parte basal) en donde se observan 

los pelotones distribuidos en la parte basal (Clements, 1988; Arditti, 1992; Rasmussen, 

1995; Peterson et al., 2004) (Figura 3). Manteniendo las condiciones normales, el 

protocormo continuará su crecimiento por varias semanas, meses o incluso años 

dependiendo de la especie hasta que alcance la edad apropiada para producir raíces y 

hojas. En el caso de orquídeas terrestres, es de vital importancia que la relación orquídea-

hongo se conserve durante los estados tempranos del ciclo de vida de la planta ya que el 

protocormo enterrado no puede fabricar alimento por sí mismo. Por otro lado, los 

protocormos de las orquídeas epífitas son comúnmente verdes, lo que les posibilita 

producir parte de su alimento. Sin embargo, la relación orquídea-hongo no ha sido en su 

totalidad investigada (McKendrick, 2000).  Una vez que se encuentra en estado de 

protocormo, se forma en la región apical una protuberancia con el primordio foliar, 

seguido de la formación de rizoides en la parte inferior del protocormo. A partir del 

primordio foliar se desarrollan las hojas y en la parte basal del protocormo se forman las 

raíces, obteniendo una planta completa (Smith, 1973; Barba et al., 2002). 
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Figura 3. Corte longitudinal de un protocormo del género Bletia. Parte inferior colonizada por hongos 

micorrícicos (zona oscura) (microscopía de luz) a la izquierda, Tomada de Ortega-Larrocea. A la derecha 

corte longitudinal de una plántula de orquídea de Bletia purpurata (estadio 5), parte inferior colonizada, 

Fotografía de Montes (2016). 

Zettler y McInnis (1993), proponen las siguientes etapas de desarrollo, en las 

cuales se basó el presente proyecto: Etapa 0, semillas antes de germinar; Etapa 1, 

imbibición y ruptura de testa; Etapa 2, protocormo con presencia de rizoides; Etapa 3, 

protocormo con primordio foliar; Etapa 4, aparición de primera hoja verdadera; Etapa 5, 

alargamiento de la hoja y aparición de raíz; Etapa 6, plántula (Figura 4). 

 

Figura 4. Semilla y diferentes etapas de desarrollo y crecimiento de Spiranthes cernua: rh, rizoides; Ip, 

primordio foliar; tl, hoja verdadera; rt, raíz. Tomado de Zettler y McInnis (1993). 
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Debido a la delicada naturaleza de las semillas de orquídeas y las condiciones 

específicas que se requieren para la germinación, se ha hecho uso de métodos in vitro, 

tanto asimbióticos, como simbióticos (Johansen y Rasmussen, 1992; Ramsay y Dixon, 

2003). 

2.3.2.1. Germinación asimbiótica 

El cultivo asimbiótico comenzó, cuando Knudson (1922) demostró que las semillas 

de una especie de orquídeas tropicales podrían ser germinadas con éxito en un medio de 

cultivo con nutrientes minerales y carbohidratos. Este medio podría sustituir a la relación 

obligada con hongos endófitos (De Pauw, 1993). Las posteriores modificaciones de este 

método todavía se utilizan hoy en día para la propagación de muchas especies de 

orquídeas tropicales, mismas que tienden a crecer fácilmente. El medio usado para la 

germinación asimbiótica es más complejo que para la germinación simbiótica, ya que 

todos los nutrientes orgánicos e inorgánicos y los azúcares deben estar disponibles para la 

orquídea en una forma apropiada puesto que ya no existe la intermediación del hongo 

(Muñoz, 2011). La propagación in vitro de especies tropicales utilizando la germinación 

de semillas y el cultivo de meristemos de forma asimbiótica es ahora una práctica 

generalizada y una industria a gran escala, ya que ha demostrado ser una herramienta 

adecuada para la producción de plántulas de varias especies de orquídeas con fines 

comerciales y de conservación. Sin embargo, las orquídeas terrestres de regiones 

templadas han demostrado ser mucho más difíciles de cultivar con este protocolo (Hadley, 

1982; De Pauw, 1993). 

En México se han realizado pocos estudios con la finalidad de implementar la 

propagación masiva y conservación de orquídeas mexicanas. Existen antecedentes como 

el de Ávila y Salgado (2006), en donde establecieron cultivos in vitro exitosos, como 

medios de micropropagación y conservación de especies epífitas, predominantemente del 

Estado de Michoacán como Cattleya aurantiaca, Encyclia adenocaula, Epidendrum 

radicans, Euchile citrina, Laelia albida, Laelia autumnalis, Laelia speciosa, Oncidium 

cavendishianum y Oncidium tigrinum, mediante métodos de propagación sexual, a través 

de semillas, como asexual con el cultivo de segmentos vegetativos (explantes), logrando la 

formación de callos, la regeneración de estructuras tipo protocormos y el desarrollo 
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plántulas, utilizando el medio nutritivo MS con reguladores del crecimiento (auxinas, 

citocininas y ácido giberélico). 

2.3.2.2. Germinación simbiótica 

La relación simbiótica de las orquídeas es fundamental en las primeras etapas del 

ciclo de vida de la planta, por lo que en cultivo in vitro es necesaria la inoculación del 

hongo micorrícico para su germinación. El aislamiento, identificación y cultivo de hongos 

simbióticos eficaces, obtenidos a partir de raíces de plantas silvestres adultas, que 

promuevan la germinación de semillas y/o crecimiento de las plantas de las especies de 

orquídeas amenazadas es esencial y puede ser determinante para el éxito de los programas 

de conservación (Arditti, 1992; Rasmussen, 1995; Stewart y Kane, 2006). Este método ha 

sido usado para la propagación de orquídeas terrestres en zonas templadas. Tiene la 

ventaja de usar un medio simple y como resultado las semillas germinan más rápido, las 

plantas micorrizadas suelen ser más fuertes y robustas en un tiempo más corto (Hadley y 

Williamson, 1971; Arditti et al., 1990; Peterson et al., 1998; Ramsay y Dixon, 2003), 

además, la presencia de los hongos micorrícicos reduce el estrés que puede producirse por 

falta de nutrientes, agua, cambios del suelo, del pH, metales tóxicos (Otero y Bayman 

2009), y generan resistencia a infecciones causadas por patógenos, por lo que son de gran 

utilidad ya que potencian el crecimiento de la planta pero también la supervivencia de 

ésta, en comparación a sus contrapartes cultivadas asimbióticamente (Otero y Bayman, 

2009). Por ello son considerados de extrema utilidad como inoculantes durante las 

diferentes fases de micropropagación (Fernández, 2010). 

En un estudio realizado por Chávez et al., (2015), observaron que los tratamientos 

donde se implementó la metodología simbiótica tuvieron menor porcentaje de 

contaminación por microorganismos que los tratamientos de tipo asimbiótico. Por lo tanto, 

se considera que el uso de los hongos micorrícicos constituye una herramienta biológica 

eficaz para el mantenimiento, conservación y preservación de orquídeas, especialmente de 

poblaciones afectadas (Otero y Bayman, 2009). 

Sin embargo, la desventaja es que se necesita seleccionar el tipo de hongo 

micorrícico adecuado para que se origine la simbiosis y prevenir parasitismo y la 
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consecuente muerte de las semillas (Muñoz, 2011). En contra parte, algunos autores como 

Rasmussen y Whigham (1998) sugieren que la germinación puede ser estimulada por una 

variedad de hongos con poca relación en cultivo in vitro, en comparación con la 

compatibilidad real de éstos con la planta en la naturaleza. 

2.4. Asociación micorrícica  

El término “micorriza”, (del griego mycos: hongo rrihos: raíz) que en latino 

significa raíz fungosa (Harley y Smith, 1983; Wang y Qiu, 2006) fue propuesto por Frank 

(1885) para describir la asociación simbiótica que se establece entre las raíces de la 

mayoría de las plantas y diferentes grupos de hongos presentes en el sustrato (Koide y 

Mosse, 2004; Smith y Read, 2010). 

La micorriza es es una asociación biológica que favorece a las plantas en su 

nutrición mineral, balance hídrico y desarrollo (Smith y Read, 1997). Entre sus principales 

funciones se encuentran: 

a) Mejoran la absorción de macro y micronutrientes como: fósforo, nitrógeno, calcio y 

potasio del suelo, a través de las redes de hifas externas por transportadores como H+- 

ATPasa, localizados en la hifa extra radical (Bonfante y Genre, 2010) (Figura 5). Estos 

compuestos son convertidos a cadenas cortas para ser traslocados a través de vacuolas 

móviles del hongo, se transfieren al apoplasto interfacial por flujo, siendo tomadas por la 

planta por transportadores de membrana, de tal manera que genera un aumento del 

crecimiento, sanidad y resistencia al estrés (Guzman y Farías, 2005) (Figura 5). El hongo 

obtiene de la planta compuestos orgánicos, un hábitat protegido y la capacidad de 

perpetuarse en el tiempo y en contraposición, las plantas a través de la micorriza favorece 

en particular la absorción de compuestos como H2PO4-, NH4+, Zn, Cu, entre otros, debido a 

la elongación del micelio externo más allá de la zona de agotamiento de nutrientes 

alrededor de la raíz. 
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Figura 5. Esquema que resume los principales procesos de intercambio de nutrientes ectomicorrizas y 

endomicorrizas. Traslocación de fósforo (P), nitrógeno (N) y carbono (C) en la interfase suelo-hongo y 

hongo-plantas. P inorgánico y formas minerales u orgánicas de N, tales como NH4 +, NO3- y aminoácidos 

(AA), son absorbidos por transportadores especializados situados en la membrana fúngica en el micelio 

extrarradical. Tomada de Bonfante y Genre (2010). 

 

b) Las hifas son capaces de penetrar partes del suelo inaccesibles para las raíces, 

aumentando la absorción de agua que mejora la resistencia en cuanto al estrés hídrico 

(Aguilar y González, 2011). 

c) Producción de diversas hormonas, como auxinas y citocininas que afectan 

positivamente el desarrollo de las orquídeas, movilización de nutrientes e iniciación del 

crecimiento apical radicular (Carrasco, 2010). 

d) Incremento de la resistencia frente a hongos patógenos del suelo por su efecto 

antagónico. Una raíz micorrizada es difícil que sea colonizada por un hongo patógeno 

(Aguilar y González, 2011). Existen diferentes mecanismos mediante los cuales las 

micorrizas pueden actuar en protección contra enfermedades como: Barrera física, 

impidiendo que en el lugar ocupado se instale cualquier agente perjudicial; producción de 

compuestos fungistáticos y antibióticos, en caso de que logre instalarse (Carrasco, 2010). 



17 
 

e) Mejora la estructura del suelo, gracias a la generación de exudados producidos por 

los hongos micorrícicos, evitando la pérdida de la morfología del sustrato (Aguilar y 

González, 2011). 

 

El desarrollo de la asociación micorrícica regula el microambiente alrededor de las 

raíces y contribuye a prevenir el desarrollo de las infecciones en las plantas, pero a pesar de 

los beneficios generados en algunas especies vegetales, en otras pueden causar daño 

considerable al actuar como patógenos agresivos (Carrillo, 2003). Debido a esto existen 

mecanismos de defensa como la regulación molecular de la simbiosis que involucran un 

número de etapas claramente definidas y exactas, en la cuales, probablemente ocurran 

alteraciones en la expresión genética de la planta o el hongo, durante el proceso de 

colonización y funcionamiento del hongo micorrícico, que evita el funcionamiento como 

patógeno (Guzmán y Farías, 2005). Además de la formación de compuestos fenólicos y 

ciertas proteínas protectoras (quitinasas y peroxidasas) producidas por la planta, que pueden 

tener un efecto antimicrobiano significativo (Carrillo, 2003). 

2.4.1. Clasificación de las Micorrizas  

Las micorrizas se clasifican en base a la localización de las hifas con respecto a las 

células, las características morfológicas que presentan, a la planta a la que se asocian y a las 

especies de hongos involucradas (Smith y Read, 1997; Finlay, 2008), de esta manera se 

pueden distinguir tres grupos fundamentales: endomicorrizas; las hifas no forman manto 

(Figura 6a), y el hongo crece dentro de las células corticales de la raíz y forman estructuras 

características (Figura 6c), ectomicorrizas, las cuales forman un manto alrededor de las 

raíces sin penetrar las células (Figura 6b y 6c), y las ectendomicorrizas, las cuales se 

encuentran intermedias entre las primeras dos (Currah, 1991) (Figura 4c). 
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Figura 6. Tipos de micorrizas: a) Micorrizas sin manto fúngico, b) Micorrizas con mato fúngico (tomado y 

modificado de Camargo-Ricalde, 2009) y c) Distintos tipos de micorrizas (Tomado y modificado de Barea, 

2009; modificado de Agarwal y Sah, 2009). 

2.4.2. Micorriza Orquideoide 

La familia Orchidaceae, al igual que el 80-90% de las plantas superiores forma 

asociaciones simbióticas de tipo micorrizas, debido a que todas las orquídeas son mico-

heterotróficas en alguna fase de su ciclo biológico (Brundrett, 2008). Este tipo de micorriza 

pertenece al grupo de las endomicorrizas (González et al., 2005) y se caracteriza porque el 

micobionte forma aglomeraciones de hifas denominadas “pelotones” en el tejido cortical de 

los protocormos, raíces y rizomas (Rasmussen, 1995; Brundrett et al., 1996), los cuales 

liberan los nutrientes cuando degeneran (Brundrett et al., 1996). Esta asociación es un 

requerimiento fundamental, por lo menos en los primeros estadios de la planta para el 

establecimiento en diferentes sustratos (Otero et al., 2012). En las semillas, es determinante 

para iniciar los procesos de germinación (Arditti, 1992; Dressler, 1981).  

Las investigaciones sugieren que esta simbiosis es una relación de parasitismo, 

donde la planta utiliza al hongo para tomando sus minerales, pero donde el hongo no recibe 

nada a cambio (Hadley, 1970). Por lo que esta asociación entre un hongo micorrícico y las 

raíces de una orquídea hay que entenderlas como simbiosis en sentido amplio y no como un 

mutualismo propiamente dicho, pues la nutrición carbonada de la planta (además de la 



19 
 

mineral) se produce desde el hongo hacia la planta (Brundrett, 2006; Finlay, 2008). Estos 

hongos pueden metabolizar un amplio rango de fuentes de carbono y producen enzimas 

hidrolíticas, incluyendo, protopectinasa y endopoligalacturonasa, celulasa y otras hidrolasas 

que rompen las macromoléculas, lo que posibilita el crecimiento del hongo como saprófito 

en suelos con desechos orgánicos o como parásito en diferentes especies vegetales 

(Salomes & Barroso, 1983; Smith y Read, 1997; Rasmussen, 2002). Sin embargo, los 

mecanismos de ésta, hacia el hongo siguen siendo una interrogante (Smith y Read, 2008).  

2.4.2.1. Mecanismos de colonización de los hongos micorrícicos orquideoides (HMO)  

 

Las raíces de las orquídeas son estructuras con ciertas características que ayudan en 

los procesos de simbiosis micorrícica (Arditti, 1992), ya que pueden albergar estos hongos 

durante una o más etapas del crecimiento de la planta (Beltrán, 2010). En algunas especies, 

el córtex de las raíces es colonizado extensivamente, mientras que en otras orquídeas las 

masas fúngicas pueden encontrarse sólo a lo largo de la periferia. La colonización se 

desplaza de una célula a otra (Arditti, 1992). 

El hongo micorrícico es capaz de existir en el suelo, ya sea como esclerocios o 

como micelio activo, la penetración hifal ocurre comúnmente cuando la hifa entra en 

contacto con un tricoma epidérmico de las células de las raíces o rizomas dependiendo de la 

especie de orquídea (Rasmussen y Whigham 2002). El sitio y extensión de la penetración 

del hongo varía con la especie. Después de la penetración, la hifa comienza a formar 

tabiques y a ramificarse. El tipo de tejido más comúnmente colonizado es el tejido de la 

corteza de la raíz, donde el hongo entra en las células, formando agregaciones de hifas o 

pelotones. Una vez dentro de la célula, el hongo se separa del citoplasma y por la 

membrana celular se produce la transferencia de nutrientes (Rasmussen, 1995). La 

liberación del contenido citoplasmático se puede dar en dos formas diferentes denominadas 

tiofagia y tolipofagia (Burgeff, 1959) (Figura 7). La diferencia radica en que en la ptiofagia 

(Figura 7b), la lisis de las estructuras del hongo es total y en la tolipofagia (Figura 7a) se 

dan ciclos de lisis, seguidos por otros de nueva formación de pelotones en el mismo estrato 

celular, observándose capas celulares hospederas y regiones de digestión (Reyes, 1973; 

Mukerji et al., 2002).  
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Figura 7. a) Tolipofagia y b) Ptiofagia. Modificado de Arditti (1992) por Beltrán (2010). 

 

La primera colonización también puede ocurrir en los rizoides o en las células del 

protodermo (los rizoides son extensiones de una célula protodérmica generalmente 

formados en la parte basal del protocormo), después del hinchamiento de las células 

embrionarias y el rompimiento de la testa de la semilla. La infección inicial puede ser un 

paso importante para el reconocimiento entre un hospedero y un hongo (Rasmussen, 1995). 

Dentro del embrión, el hongo micorrícico forma los pelotones, y cuando están bien 

desarrollados, éstos pueden ocupar casi todo el volumen celular, lo que confiere una 

extensa superficie de contacto entre los simbiontes (Peterson et al., 2004). La mayoría de 

las células son colonizadas, excepto las del meristemo apical.  

Durante la primera fase el hongo invade tejidos vivos, durante la segunda fase el 

micelio formado es destruido. Después de una primera colonización y degradación de los 

pelotones del hongo las células de digestión de la planta pueden sufrir un máximo de tres 

invasiones sucesivas durante su etapa de crecimiento activo y se ha visto que el proceso 

desde la colonización hasta la degradación se lleva a cabo más rápidamente en estas 

recolonizaciones secundarias, en periodos de sólo tres o cuatro semanas (Arditti, 1992; Vij 

et al., 2002; Beltrán, 2010).   
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2.4.2.2. Hongos micorrícicos orquidioides 

 

La mayoría de los hongos formadores de micorrizas de orquídeas pertenecen a la 

clase Basidiomycota, los cuales han sido asignados a un grupo polifilético artificial 

conocido como género-forma o complejo Rhizoctonia (Sneh et al., 1991; Rasmussen, 

1995). Es decir, concentra una diversidad taxonómica de hongos que presentan algunas 

características similares y otras muy diferentes (Currah et al., 1987).  

Este grupo incluye en su estado anamorfo (estado asexual) los géneros 

Ceratorhiza, Epulorhiza, Moniliopsis y Rhizoctonia (Moore 1987), y en su estado 

teleomorfo (estado sexual) los géneros Ceratobasidium, Tulasnella, Sebacina y 

Thanatephorus, respectivamente (Warcup y Talbot 1967; Roberts, 1999). 

El complejo Rhizoctonia es un grupo de hongos filamentosos que no producen 

esporas sexuales y se distinguen por algunas características vegetativas morfológicas 

generales, tales como la formación de micelio de coloración parda, morfología de las hifas 

y la constricción en los puntos de ramificación de las hifas formando ángulos rectos (90°) 

(González, 2008). 

Además de estas características, que siempre están presentes, hay otras que se 

encuentran en un gran número de individuos, pero pueden estar ausentes en otros. Algunas 

de ellas son; formación de cadenas de hifas hinchadas, conocidas como células 

monilioides y esclerocios en medio de cultivo (Sneh, 1991; González, 2008), la alta tasa 

de crecimiento y un aparato septal dolíporo complejo (González, 2008).  

El número de núcleos presentes en las células somáticas de hifas jóvenes y el 

grosor de las hifas guía son otra característica que es de utilidad para la diferenciación en 

distintas especies (Sneh, 1991; Andersen, 1996). No obstante, se conoce que este carácter 

también puede variar entre especies de un mismo género o incluso entre aislamientos de 

una misma especie (Andersen, 1996). 

Se pueden observar hifas multi-nucleadas en especies del complejo Rhizoctonia 

patógenas de plantas, como es Rhizoctonia solani (teleomorfos: Thanatephorus, 
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Ceratobasidiales). Células bi-nucleadas se encuentran en hongos correspondientes a los 

géneros Ceratobasidium y Tulasnella (Otero et al., 2002). 

La identificación de especies dentro del grupo se hace difícil, ya que tiene pocos 

caracteres morfológicos y los rasgos fisiológicos y patogénicos varían de un individuo a 

otro (González, 2008). Aunado esto, la mayoría de los estudios se efectúan en cultivos in 

vitro, en los cuales las estructuras reproductivas sexuales no suelen observarse (Cedoño, 

2008). El análisis de la fase sexual constituye una valiosa herramienta para esclarecer y 

correlacionar la taxonomía de este grupo, pero son muy pocas las ocasiones en que se ha 

logrado la inducción del estado perfecto bajo condiciones de laboratorio (González, 2002). 

2.5. Especificidad orquídea-hongo 

 

Algunas orquídeas epífitas de climas tropicales no forman micorriza cuando 

adultas, mientras que muchas orquídeas terrestres muestran una mayor dependencia hacia 

estos (Smith y Read, 1997).  

Muchas de las características únicas que las distinguen están asociadas con el 

hongo que las coloniza (Otero et al., 2002, 2004). Según Bayman y Otero (2006), las 

relaciones micorrícicas pueden ser formadas por selección natural, afectar la distribución 

de las orquídeas e inclusive determinar la diversificación de éstas. Sin embargo, este 

proceso ha sido poco estudiado.  

Algunos autores afirman que existen orquídeas generalistas (Curtis, 1939; Hadley, 

1970; Musuhara et al., 1993), mientras que otros argumentan que son específicas 

(Clements, 1998; Mckendrick et al., 2002). Sin embargo, la especificidad entre orquídeas 

y hongos micorrícicos ha sido objeto de controversia durante mucho tiempo (Masuhara y 

Katsuya, 1994). 

Una especie de orquídea es considerada específica cuando interactúa de forma 

estrecha con un grupo de hongos filogenéticamente emparentados; por el contrario, se le 

considera generalista cuando sus hongos micorrícicos incluyen una gran variedad de 

orígenes filogenéticos (Otero et al., 2002; Taylor et al., 2003; Otero et al., 2004; Otero y 

Bayman, 2009).  
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En orquídeas existe un gradiente de niveles de especificidad y las diferentes 

especies varían dentro de estos niveles (Otero et al., 2002; Taylor et al., 2003; Otero et al., 

2004; Otero y Bayman, 2009). En este caso es importante diferenciar entre especificidad 

ecológica (in situ) y especificidad potencial (in vitro) (Masuhara y Katsuya, 1994; 

Rasmussen, 2002). El término “especificidad potencial” aplicado a las orquídeas terrestres, 

se refiere al papel de las interacciones o asociaciones planta-hongo que se producen en 

condiciones de laboratorio (Harley y Smith, 1983; Masuhara y Katsuya, 1994).  

La determinación del nivel de especificidad micorrícica es un factor que debe ser 

tenido en cuenta para la conservación de orquídeas mediante la germinación simbiótica de 

las semillas (Otero et al., 2013). Actualmente, la especificidad del hongo en orquídeas ha 

sido estudiada utilizando dos métodos: el primero consiste en una descripción morfológica 

y/o aislamiento del hongo de plantas adultas desarrolladas en estado silvestre, mientras 

que el segundo método incluye el análisis de la germinación y desarrollo de la semilla con 

varias cepas de hongos bajo condiciones controladas en medios de cultivo monoxénicos en 

laboratorio (Beltrán, 2010).  

A nivel mundial se han realizado algunos estudios sobre la diversidad y 

especificidad de hongos micorrícicos de orquídeas de climas tropicales y de regiones 

templadas con fines de conservación (Taylor et al., 1999; Batty et al., 2002). Algunos 

trabajos reportan para orquídeas epífitas de Puerto Rico, América Central y Brasil, estar 

asociadas con diferentes clados de Ceratobasidium, como C. cornigerum, mientras que 

orquídeas terrestres de Puerto Rico y Colombia, muestran asociación principalmente con 

diferentes clados de Tulasnella como T. ephyfitica y T. calospora (Valadares et al., 2012; 

Otero et al., 2004; Mosquera et al., 2013; Otero et al., 2013). Sin embargo, aún son muy 

pocas las especies de orquídeas de las que se conoce la identidad del socio fúngico 

(Beltrán, 2010). Específicamente, en México la investigación sobre este tipo de 

asociación es escasa y por lo tanto es poco lo que se conoce sobre aspectos ecológicos y 

de manejo con fines de conservación o reintroducción (Rangel-Villafranco y Ortega-

Larrocea, 2007). 
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Estudios de orquídeas terrestres realizados en alrededores de la ciudad de México 

reportan que algunos géneros parecen tener una alta especificidad por su micobionte como 

Bletia-Tulasnella calospora, Dichromantus-Ceratobasidium, Habenaria-Tulasnella y 

Malaxis-Tulasnella (Rangel-Villafranco y Ortega-Larrocea, 2007). 

Resulta importante aislar e identificar a los hongos micorrícicos involucrados en 

las diferentes fases del ciclo de vida de estas plantas y conocer cuál es su contribución en 

el desarrollo y si la asociación es duradera, abundante o escasa (Shan et al., 2002; 

Rasmussen, 2007). Además, el estudio comparativo de la relación micorrícica entre las 

orquídeas de diferentes especies de un mismo género, o diferentes géneros, podrían 

aportar información sobre si existe especificidad en la asociación, lo cual podría generar 

propuestas acertadas para programas de conservación y restauración. 

Por su parte, recientemente se han realizado trabajos de investigación que puedan 

ayudar a conocer la especificidad potencial, mediantes pruebas de germinación simbiótica. 

Encontrando que la especificidad del hongo micorrícico en orquídeas puede ser variable 

(Otero et al., 2002; 2004; 2007). Arditti et al. (1990) especularon que las orquídeas 

terrestres de climas templados deben ser especialistas en sus relaciones con hongos 

micorrícicos, ya que son difíciles de germinar en medios nutritivos en condiciones 

asépticas, mientras que las orquídeas epífitas tropicales deben ser generalistas en sus 

relaciones con los hongos micorrícicos debido a que sus semillas se germinan con 

facilidad en cultivo in vitro. 

En estudios realizados por Zettler et al. (1999) y Zettlet et al. (2007), encontraron 

que algunas especies de orquídeas epífitas como en el caso de Epidendrum nocturnum 

Jacq., pueden germinar con un hongo aislado de otra especie de orquídea, lo que 

demuestra que la especificidad que muestran las orquídeas bajo condiciones in vitro 

(especificidad potencial) para la germinación, varía entre especies de orquídeas (Otero et 

al., 2002, 2004) y generalmente es menor a la especificidad mostrada en campo 

(especificidad ecológica) (Swarts et al., 2010). Sin embargo, existe la necesidad de 

realizar más estudios para esclarecer este paradigma, especialmente en orquídeas 

terrestres, en donde los estudios de estos aspectos son pocos. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La conservación y el uso sustentable de las orquídeas es un tema de suma 

importancia en la actualidad. En los últimos años los métodos de cultivo in vitro están 

siendo utilizados con éxito para la conservación y propagación de distintas especies de 

orquídeas, especialmente aquellas que se encuentran en peligro de extinción y de 

importancia económica.  

En México son muy pocos los estudios realizados que permitan conocer a los 

hongos asociados con las orquídeas epífitas y terrestres y el nivel de especificidad 

mostrada en condiciones in vitro (especificiadad potencial) como una forma de inferir la 

especificidad ecológica que estas plantas pudieran tener en sus hábitats naturales, además 

de que tan viable, compatible y efectiva puede ser esta asociación micorrícica para la 

germinación, el desarrollo y supervivencia de las distintas especies de esta familia en 

condiciones in vitro, lo que resulta importante en el caso de orquídeas terrestres, las cuales 

no se han podido propagar con los medios de cultivo convencionales. Por lo que el 

presente estudio contribuye al conocimiento de la identidad de los hongos micorrícicos 

asociados a orquídeas terrestres, así como a la especificidad potencial orquídea-hongo, 

como alternativa en programas de propagación de estas plantas con fines de reintroducción 

y conservación en sus hábitats naturales.  
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4. HIPÓTESIS 

 

La especificidad potencial de la asociación micorrícica para el proceso de 

germinación, desarrollo y supervivencia in vitro es baja en las especies de orquídeas Bletia 

Habenaria y Govenia. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo general 

Caracterizar e identificar morfológicamente los hongos micorrícicos de orquídeas 

terrestres de los géneros Bletia, Habenaria y Govenia, y evaluar su especificidad potencial 

en la germinación y desarrollo de plántulas in vitro. 

  

5.2. Objetivos particulares 

1) Caracterizar e identificar morfológicamente los hongos micorrícicos a partir de 

caracteres anamorfos de tres géneros de orquídeas terrestres. 

2) Evaluar la viabilidad de la semilla mediante dos pruebas colorimétricas y determinar 

cuál método es más eficiente. 

3) Evaluar la especificidad potencial de los hongos micorrícicos en la germinación de 

las especies de orquídeas analizadas, desarrollo y supervivencia de plántulas. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Colecta de material biológico  

Raíces y cápsulas de orquídeas: 

El muestreo se realizó en las localidades de Santa Fe de la Laguna, municipio de 

Quiroga y San Andrés Córu, municipio de Ziracuaretiro, Michoacán. Consistió en la 

colecta de 5 plantas por género y por sitio de colecta: 2 sitios x 3 géneros x 5 plantas x 3 

raíces = 90 raíces (Anexo 3). Éstas correspondieron a orquídeas terrestres de los géneros 

Bletia, Habenaria y Govenia.  

Las raíces se recolectaron de la base del pseudobulbo al ápice manteniendo la 

orientación y se transportaron al laboratorio en frío dentro de papel aluminio rodeadas de 

sustrato para evitar su desecación (Anexo 3).  

Las raíces se procesaron en el laboratorio en un periodo máximo de una semana 

después de la colecta. 

En un segundo muestreo en campo, se colectaron cápsulas de los tres géneros, en 

los mismos sitios, y estas se dejaron madurar para su procesamiento en el laboratorio. 

6.2. Procesamiento de muestras en laboratorio 

Colonización de raíces 

En cada una de las raíces se eliminó el exceso de suelo con agua corriente y se 

midió la longitud de cada una de estas. Posteriormente se realizaron cortes transversales de 

1mm de espesor cada 8 a 10 mm aproximadamente, tomando como referencia el ápice, 

parte media y parte basal. Los cortes se tiñeron siguiendo la metodología de colonización 

de Rasmussen y Whigham (2002), la cual consistió en teñir los segmentos con Fucsina 

ácida (0.01% w: v en ácido láctico-glicerol-agua desmineralizada 14:1:1) y se montaron 

en alcohol polivinílico (PVLG) o glicerol al 50% y se observaron a microscopio óptico, a 

10x y 40x, para determinar la presencia de pelotones (Anexo 3). 

 

Aislamiento y cultivo de hogos 

Antes de ser procesados los fragmentos de raíz colonizados, se desinfectaron 

superficialmente utilizando la técnica propuesta modificada por Ortega-Larrocea (2008) 

que consistió en: enjuagar con agua destilada estéril los segmentos colonizados en tubos 
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Eppendorf®. Se lavaron con cloro comercial (~ 6%) al 10% (v: v) durante 10 minutos en 

agitación constante. Se enjuagaron 3 tiempos con agua destilada estéril, hasta no percibir 

el olor a coloro. Los segmentos se pasaron a una solución de antibióticos (eritromicina 

0.03% y gentamicina 0.01% p: v) durante 10 min, y se enjuagaron con agua destilada 

estéril. Todo el proceso se realizó en frío y bajo campana de flujo laminar (Anexo 3). 

Se seleccionaron aquellos fragmentos de raíz que contenían pelotones, los cuales 

fueron aislados posteriormente en medios de cultivo según la técnica sugerida por 

Clements y Mitchell (1989). Cada segmento de raíz desinfestada se colocó en 1mL de 

agua destilada estéril en una caja Petri cortando el córtex con bisturí y aguja para dispersar 

los pelotones (Figura 8a). Posteriormente se tomaron los pelotones individuales con una 

pipeta Pasteur estéril y se colocaron en medio de aislamiento fúngico (MAF) (Figura 8b). 

Las cajas se incubaron a una temperatura de 27°C en oscuridad hasta que se observaron 

las hifas creciendo en cada pelotón (Anexo 3).  

 

 

Figura 8. Extracción de pelotones individuales de raíces de orquídea. a) Flecha roja indica disección de 

raíz y negras los pelotones sueltos, b) pelotón individual. 

 

Una vez que se desarrollaron las hifas, dichos hongos se transfirieron a medio Agar 

Papa Dextrosa (PDA), incubándose a la temperatura antes mencionada, hasta obtener los 

cultivos micorrícicos puros en donde se realizó la caracterización morfológica (Currah et 

al., 1987; Shan et al., 2002) (Anexo 3). 
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6.3. Caracterización morfológica e identificación de hongos micorrícicos 

La caracterización morfológica de los hongos micorrícicos asociados se realizó 

mediante las siguientes pruebas: 

 

Macroscópica: 

 Apariencia de la colonia: Una vez que los hongos se desarrollaron en medio 

PDA, se sub-cultivaron para observar características como el color de la superficie y 

fondo, el cual fue determinado con las cartas de color Munsell para suelo (2000). 

Además se analizaron otras características macroscópicas del cultivo como: brillo, 

textura, olor, forma del crecimiento (Beltrán, 2010) y formación de esclerocio (Shan et 

al., 2002)  

 Tasas de crecimiento: Se determinaron con la técnica de Currah et al., 

(1997), midiendo el incremento radial de la colonia en 4 direcciones cada 24h, hasta 

que éste cubrió completamente la caja Petri. 

 Pruebas de reacción a la Polifenol oxidasa de los aislados: se realizaron en 

medios de cultivo en caja Petri con agar 2%, extracto de malta 1.5% y ácido tánico 

0.5% (Zelmer, 1994). 

Las cajas fueron inoculadas con un fragmento de micelio de 1 mm3 y fueron 

incubadas a una temperatura de 25°C en un tiempo aproximado de 15 días, después del 

cual se observó la reacción de los aislados, considerando como negativos aquellos que no 

mostraron crecimiento o cambio de coloración en el medio y positiva en caso de que 

presentaran alguna de las características antes mencionadas. 

 

Microscópica: 

Se realizaron cortes de los aislados en PDA de aprox. 1mm3 y se pusieron a crecer 

en medio Papa-Dextrosa Broth (PDB), alrededor de 15 a 20 días en agitación a 25°C en 

presencia de luz. Posteriormente se licuaron en 150mL de agua destilada por 1 minuto, a 

partir de una alícuota de 1mL vaciada en membrana de diálisis montada en vacío (Beltrán, 

2010). Enseguida se colocó un fragmento de micelio en portaobjetos y se tiñó con azul 

tripano, y se realizó la observación de las características del micelio en microscopio con 

objetivo 40x y 100x: 
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 Presencia y dimensiones de células monilioides y (Shan et al., 2002)  

 Observación del número de núcleos y morfología de las hifas (Liparini et al., 

2005).  

 

Se determinaron los anamorfos con las claves citomorfológicas para Rhizoctonia 

(Sneh et al., 1991), claves dicotómicas para hongos micorrícicos asociados a orquídeas 

(Currah y Zelmer, 1992) y claves para especies de Epulorhiza (Tulasnella) (Currah et al., 

1997), según las características obtenidas en las distintas pruebas (Anexo 4). 

 

6.4. Porcentaje de viabilidad de las semillas  

Técnica de tetrazolio (TTC) 

Se tomó una porción de semillas de cada una de las cápsulas colectadas y se 

colocaron en tubos Ependorf®, posteriormente se les adicionó agua destilada y se dejaron 

un lapso 24 h. Una vez transcurrido el tiempo, se retiró el agua y se les colocó tetrazolio al 

1% p/v. (ISTA Handbook on Tetrazolium Testing en Código: IT-LAB-10-v03), con el 

cual permanecieron en oscuridad durante un tiempo de 24 hrs. Posteriormente, las semillas 

se colocaron en una laminilla con ayuda de una micropipeta, y se observó la ocurrencia de 

la reacción en el microscopio con el objetivo 4X. En reacción positiva los embriones se 

tiñeron de rojo intenso, debido a la reducción del tetrazolio por la actividad respiratoria de 

las células, mientras que los embriones no viables permanecieron de color café (no se 

tiñeron (Rasmussen, 1995). 

Se contó el número de embriones tanto viables como no viables presentes en cada 

observación del porta objetos (15 observaciones) y se calculó el porcentaje de viabilidad 

de las semillas en cada observación, de acuerdo a la siguiente fórmula: 

     

En donde: 

%V: porventaje de viabilidad, SV: semillas viables y SNV: semillas no viables. 

%V  
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Posteriormente, se promediaron los datos, para obtener el porcentaje de viabilidad 

en cada una de las especies de semillas de orquídeas. 

Técnica de Diacetato de Fluoresceína (DFA) 

Se tomó una porción de semillas correspondientes a cada una de las cápsulas y se 

colocaron en laminillas, se adicionó una gota pequeña de agua para hidrolizarlas, al cabo 

de diez minutos se les adicionó dos gotas de diacetato de fluoresceína (DFA) al 0.1% 

(peso/volumen) en acetona absoluta, procurando cubrir todas las semillas y se dejó actuar 

durante diez minutos, antes de que la fluoresceína fallace. Las muestras se llevaron a 

observación al microscopio de fluorescencia (luz ultravioleta). Se realizaron observaciones 

a lo largo de todo el cubreobjetos, realizando transeptos, para abarcar toda la muestra 

(Rasmussen, 1995). 

6.5. Evaluación de la germinación de semillas de orquídeas  

Medios de cultivo 

Se utilizaron tres medios nutritivos para llevar a cabo la germinación asimbiótica; 

el medio básico de avena (MBA), el cual sirvió como tratamiento control, el medio KC 

(Knudson, 1946) y el medio Phytamax (P6668, Sigma Aldrich, 1992).  

Para la germinación simbiótica se utilizó únicamente el medio básico de avena más 

la inoculación del hongo micorrícico orquideoide.  

Desinfestación y siembra de semillas  

Se seleccionaron las cápsulas que presentaron mayor porcentaje de viabilidad de 

acuerdo con la técnica de tetrazolio al 1%, utilizando una cápsula de cada género de 

orquídea (Bletia, Habenaria y Govenia).  

Se colocaron aproximadamente 100 semillas en sobres de papel filtro con medidas 

de 4x4cm, se realizaron dobleces para evitar que las semillas se perdieran una vez que se 

esterilizaran. Posteriormente se engraparon procurando que las semillas quedaran retiradas 

de la grapa y se rotularon según el género de orquídea perteneciente.  
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Las semillas se sumergieron en solución de hipoclorito de sodio al 10% en 

agitación constante, durante diez minutos. Enseguida se retiró el hipoclorito en la campana 

de flujo laminar y se realizaron alrededor de cuatro enjuagues con agua destilada estéril 

(modificado de Rangel, 2006) (Anexo 4). 

Tratamientos asimbióticos 

En condiciones asimbióticas se sembraron las semillas en Medio básico de avena 

(MBA) (modificado de Mitchell, 1989), KC (Knudson, 1946) y Phytamax. Los sobres de 

papel filtro que contenían las semillas previamente esterilizadas se abrieron bajo campana 

de flujo laminar, con pinzas estériles y esparcieron en los distintos medios de cultivo. 

Cada tratamiento se sembró por quintuplicado (cinco réplicas).  

Tratamientos simbióticos 

Los diferentes hongos obtenidos en la fase de aislamiento fueron transferidos a 

cajas de Petri en medio de cultivo PDA, para obtener cultivos jóvenes, los cuales fueron 

inoculadsos una vez sembradas las semillas. 

Para la germinación simbiótica las semillas se sembraron en medio MBA. Una vez 

sembradas las semillas, se inoculó un cubo de agar que contenía el HMO (para cada uno 

de los hongos) de aproximadamente 0.5cc. Además se adicionó el tratamiento control, en 

el cual, únicamente se sembraron semillas en medio MBA, sin la inoculación del hongo. 

Tanto la siembra como las replicas fueron las mismas anteriormente descritas (Anexo 4). 

 

Todos los tratamientos se incubaron con un fotoperiodo de 16/8h luz/oscuridad 

hasta observar su germinación (ruptura de testa y formación de protocormo), para evaluar 

la eficiencia en la germinación, desarrollo y supervivencia en cada uno de los tratamientos 

clasificándolos y cuantificándolos de acuerdo con el estadio de germinación propuesto por 

Zettler y McInnis (1993).  

Los cambios ontogénicos del embrión de Bletia, Habenaria y Govenia durante el 

proceso de la germinación fueron registrados y contabilizados en una lupa estereoscópica 

con objetivo 2X, realizando tres observaciones al azar en cada una de las réplicas por 
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tratamiento cada 30 días después de la siembra (durante 90 días), para establecer la 

ontogenia del embrión durante su germinación. Así, cada semilla o plántula observada se 

le asignó una puntuación (0-6) en la escala de germinación (Tabla 1). 

Tabla 1. Diferentes estadios de germinación y desarrollo de orquídeas propuesto por Zettler y McInnis 

(1993). 

 

6.5.1. Evaluación del pocerntaje de germinación 

El porcentaje de germinación de las semillas fue estimada mediante la siguiente 

fórmula:  

                                                                                                                                                                                                                                                                     

 

Donde:  

%G es el porcentaje de germinación, NV representa las semillas no viables, N0 es 

el número de semillas en la etapa cero, N1 es el número de semillas en la primera etapa 

(ruptura de testa), y así sucesivamente.  

6.5.2. Evaluación del índice de desarrollo 

 

%G
 



35 
 

El índice de desarrollo es un indicador que refleja el estadio ontogénico de los 

embriones durante el proceso de germinación de las semillas y se calcula mediante la 

siguiente fórmula establecida por Otero et al. (2004): 

 

 

Donde: 

ID es el índice de desarrollo, N0 es el número de semillas en la etapa cero, N1 es el 

número de semillas en la primera etapa (ruptura de testa), y así sucesivamente. El ID 

puede variar desde cero (cuando no hay semillas germinadas) a seis (cuando todas las 

semillas alcanzaron la etapa de plántula). 

6.5.3. Evaluación del porcentaje de supervivencia 

El porcentaje de supervivencia fue estimado sumando el número de estadios (1-6) 

censados, entre la suma de semillas no viables (sin embrión), en estadios 0, o parasitadas 

por el hongo y aquellas en estadio 0-6, todo esto multiplicado por cien. 

Diseño estadístico  

A los datos obtenidos del las tasas de crecimiento, dimensión de células monilioides 

y diámetro de hifas presentes en cada una de las morfoespecies, se aplicó un análisis de 

varianza (ANOVA). 

Se utilizó el mismo análisis para el porcentaje de viabilidad de semillas, así como 

el porcentaje de germinación y supervivencia al concluir el tiempo establecido en cada 

uno de los tratamientos. Sin embargo, debido a que los valores de germinación y 

supervivencia fueron estimados en porcentaje, el conjunto de datos se normalizó con una 

transformación logaritmo natural (Ln). El análisis se realizó utlizando el programa 

estadístico computarizado JMP 8.0, para determinar si existían diferencias significativas 

entre los datos obtenidos en las distintas pruebas. 

                    ID  
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Por su parte, el ID es un valor estándarizado, es un valor asignado para cada índice 

de desarrollo, multiplicado por un factor se representa sin hacer algún tipo de 

transformación o análisis estadístico en dicho programa. 

7. RESULTADOS 

7.1. Aislamiento y caracterización morfológica de HMO 

Se obtuvieron un total de 122 aislamientos, de los cuales, 96 presentaron esporas, u 

otras características no afines a las descritas por Currah y Zelmer, (1992) para hongos 

micorrícicos orquídeoides (HMO) y 26 presentaron características de hongos micorrícicos, 

los cuales fueron extraídos de la orquídea terrestre de Bletia purpurata. A pesar de que 

todas las raíces de orquídeas analizadas en el presente estudio se encontraron colonizadas 

(Figura 9), Habenaria sp mostró un porcentaje de colonización significativamene mayor 

que el resto de las especies de orquídeas (figura 9a). No obstante, Habenaria sp., H. 

flexuosa, Govenia lagenophora, G. superba y G. greenwoodii no se lograron aislar hongos 

micorrícicos a pesar de haber mostrado colonización (Figura 9b, c, d, e, f). 

 

 

Figura 9. Colonización. a. Porcentaje de colonización de raíces en las diferentes orquídeas. Letras distintas 

indican diferencia significativa (Tukey, P ≤ 0.0044); b. Corte trasnsversal de raíz B. purpurata; c. H. 

flexuosa; d. G. greenwoodii; e. G. superba; f. G. lagenophora. Flechas negras indican pelotones en células 

corticales y flecha roja indica célula cortical libre de colonización. 
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A partir de las características morfológicas como la apariencia de las colonias, 

color, forma de crecimiento, así como análisis estadísticos de las mediciones y 

comparaciones de del crecimiento y características de las hifas (ancho µm) y células 

monilioides (ancho µm y largo µm) cuando se encontraron presentes, se obtuvieron 9 

morfoespecies diferentes. Las cuales fueron afines al género forma Rhizoctonia y por tanto 

a los géneros descritos para hongos micorrícicos orquideoides. Las principales 

características que distinguieron a estos hongos son, la morfología de las hifas, 

generalmente presentaron una constricción en el punto de ramificación entre la hifa 

principal y la secundaria (Sneh et al., 1991) (Figura 10a). Formación del septo cerca al 

punto de ramificación de la hifa secundaria (Figura 10a) y la formación de ángulos 

cercanos a los 90°entre la hifa principal y la secundaria (Figura 10b) (Sneh et al., 1991; 

Currah et al., 1997). 

 

Figura 10. Características de las hifas en los aislados afínes al género-forma Rhizoctonia; a) constricción en 

el punto de ramificación (flecha roja), septo cerca al punto de ramificación de la hifa secundaria (Tulasnella 

sp2); b) ángulo cercano a los 90° entre hifa principal y secundaria, hifas binucleadas (flechas rojas) 

(Tulasnella sp2); c) hifas multinucleadas (Sebacina sp1) y d) Células monilioides (Tulasnella sp1). 

Fotografías tomadas por Montes (2015), con microscopio Leyca con objetivo 40X (a, b y c) y 20X (d). 
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La presencia de hifas binucleadas (Figura 10b) y/o multinucleadas (Figura 10c) y 

la formación de células monilioides se encontraron en la mayoría de las morfoespecies 

(Figura 10d). 

Las características morfológicas de todos los aislados se presentan en el Anexo 2. 

Las características que se consideraron para agrupar dentro del género Tulasnella 

fueron las siguientes: 

7. Textura de la colonia, en general serosas, con hifas sumergidas, de color amarillo 

claro. 

8. Diámetro de hifa principal y secundaria inferior a 4 µm.  

9. Las tasas de crecimiento de todos los morfotipos son inferiores a 4 mm. 

10. Reacción negativa a las polifenol oxidasa. 

11. Hifas binucleadas  

Así mismo se encontró una morfoespecie afín al género Sebacina. Una 

característica distintiva del género anamorfo Sebacina en contraste con el género 

Tulasnella es que pueden presentar ya sea hifas binucleadas o multinucleadas (más de dos 

núcleos entre cada septo de la hifa) (Sneh et al., 1991; Currah et al., 1997). 

La caracterización de las diez morfoespecies se presenta a continuación: 

Tulasnella sp1. Presenta crecimiento sumergido, regular o uniforme, de apariencia 

serosa y sin brillo, al resembrarse nuevamente toma la misma apariencia. Forma esclerocio 

blanquecino, de consistencia serosa en forma de manchones irregulares. Las tasas de 

crecimiento son estadísticamente significativas más lentas (3mm/día, Tukey, P ≤ 0.0001) 

(Figura 11) en comparación con el resto de las morfoespecies, excepto con Tulasnella sp9. 

Las hifas binucleadas, con diámetro de 3µm (Figura 13) y las dimensiones de células 

monilioides largas, en forma debarril, oscilando entre los 15µm (largo) a 11µm (ancho) 

(Figura 12), coincidiendo con las medidas establecidas por Currah et al. (1997). 

Tulasnella sp2 y Tulasnella sp4.  Presentan crecimiento superficial a sumergido, 

regular o uniforme, de apariencia serosa y sin brillo, no desarrolla esclerocio, y al 

resembrarse desarrolla pequeños mechones de hifas de apariencia algodonosa o en forma de 
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pelos rígidos. Sin desarrollo de esclerocio. Las tasas de crecimiento son lentas (1-

1.3mm/día), sin embargo, las tasas de crecimiento de Tulasnella sp2 son estadísticamente 

mayores que las de Tulasnella sp4 (Figura 11). Hifas binucleadas, de diámetro de hifas 

estadísticamente iguales entre ellas (2.7µm) (Figura 13), al igual que las dimensiones de 

células monilioides que van de los 13-14µm (largo) a 9µm (ancho) y en forma de barril 

(Figura 12). 

Por, lo cual, se clasificaron ambas con la especie Tulasnella calospora, según 

Currah et al., (1997).  

Tullasnella sp3 y Tulasnella sp8. La morfoespecie Tulasnella sp3 se caracteriza 

por presentar crecimiento sumergido, irregular, de apariencia farinosa a serosa, brillosa, con 

tendencia a formar anillos, cuando es subcultivado puede perder la apariencia brillosa y la 

formación de anillos. Por su parte, Tulasnella sp8 presenta crecimiento sumergido serosa 

sin brillo, regular y uniforme, ambas sin formación de esclerocio. Las tasas de crecimiento 

de Tulasnella sp3 son muy lentas estadísticamente hablando (0.04mm/día, Tukey, P ≤ 

0.0001), en comparación de Tulasnella sp8, la cual presenta tasas de crecimiento 

estadísticamente mayores al resto de las morfoespecies (1.7mm/día, Tukey, P ≤ 0.0001) 

(Figura 11) sin embargo, pese a esta diferencia, ambas morfoespecies tienden a mostrar una 

gran similaridad en cuanto a otras características. Presentan hifas binucleadas, que oscilan 

entre 1.4 a 1.6µm de diámetro, dichas morfoespecies presentan un diámetro de hifas 

estadísticamente iguales entre si, y diferencia significativa respecto al resto de las 

morfoespecies (Tukey, P ≤ 0.0001) (Figuras 13), desarrollan células monilioides globosas a 

semi globosas, similares entre estas y estadísticamente menores (Tukey, P ≤ 0.0001) 

respecto al resto de las morfoespecies de (4-6µm largo y 4µm ancho) (Figura 12). 

El diámetro de células minilioides de Tulasnella sp3 y Tulasnella sp8 se encuentran 

por debajo de las medidas establecidas por las claves de identificación para HMO 

propuestas por Currah et al. (1997), para este género de HMO, pero también para otros 

gnénero de HMO.  

Tulasnella sp5. Presenta crecimiento superficial a sumergido, irregular, de 

apariencia serosa y ligeramente brillosa, con formación de esclerocio color blanquiecino y 
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de apariencia afelpada. Al resembrarse tiende a formar anillos. Sus tasas de crecimiento de 

aproximadamente 1mm/día. Presenta hifas binucleadas, con un diámetro aprox., de 2.9µm. 

Presenta tasas de crecimiento cercanas a 1mm/día, las hifas son binucleadas, con diámetro 

cercanos a los 3µm. Presenta células monilioides en forma de barril, con medidas cercanas 

a los 12µm de largo y 6µm de ancho.  

Tulasnella sp6. Presenta crecimiento superficial a sumergido, regular, de apariencia 

farinosa a serosa y sin brillo, al resembrarse nuevamente toma la misma apariencia. Forma 

esclerocio blanquecino, de consistencia farinosa o serosa. Sus tasas de crecimiento de 

aprox. 1.1mm/día, las hifas binucleadas que oscilan a los 2.5µm de diámetro. Desarrollan 

células monilioides en forma de barril (12µm largo y 8µm ancho). 

Tulasnella sp7. El crecimiento irregular de superficial a sumergido, de apariencia 

serosa y brillosa. Al resembrarse forma esclerocio que va del blanquecino a ligeramente 

amarillento y de apariencia serosa. Las tasa promedio de crecimiento es lenta, 0.55mm/día, 

hifas binucleadas de 2.2µm y no desarrolla células monilioides.  

Sebacina sp1. Presenta crecimiento sumergido, regular, de apariencia farinosa a 

serosa sin brillo, desarrolla esclerocio blanquecino y de apariencia afelpada. Al resembrarse 

tiende a desarrollar pequeños manchones de hifas, de aspecto algodonoso. Las tasas de 

crecimiento son de 1.1mm/día con diámetro de 3.2µm y no desarrolla células monilioides. 

La principal característica de esta morfoespecie, es que las hifas son multinucleadas, a 

diferencia del género Tulasnella que se caracteriza por presentar únicamente hifas 

binucleadas, por lo cual se clasifico dentro de este género.  

El crecimiento del total de las morfoespecies se encontró por debajo de los 

2mm/día. Se realizó un análisis estadístico, en donde se obtuvo diferencia significativa 

entre algunas de las morfoespecies, respecto al crecimiento (mm/día) (P ≤ 0.0001, Tukey). 

De tal manera que Tulasnella sp8, presentó un crecimiento mayor estadísticamente 

significativo (P ≤ 0.0001, Tukey) (aprox. 1.6 mm/día), mientras que Tulasnella sp1 

presentó la menor tasa de crecimiento (aprox. 0.3 mm/día) (P ≤ 0.0001, Tukey). Sin 

embargo, todas las morfoespecies se encontraron por debajo de los 2 mm/día (Figura 11), 
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tal como menciona Otero et al. (2004, 2005), reportando que las tasas de crecimiento de 

HMO generalmente son bajas (<4 mm/día). 

 

Figura 11. Tasas de crecimiento (mm/día) de las morfoespecies de HMO. Letras diferentes indican 

diferencia significativa (Tukey, P ≤ 0.0001).  

 

Al analizar la dimensión de las células monilioides se pudo observar que las que 

pertenecen a Tulasnella sp1 son significativamente más grandes (P ≤ 0.0001, Tukey), 

seguidas por Tulasnella sp2. Tulasnella sp4, y Tulasnella sp6 en comparación a las 

morfoespecies Tulasnella sp3 y Tulasnella sp8 que presentaron dimensiones 

estadísticamente más pequeñas (P ≤ 0.0001, Tukey) (Figura 12), incluso por debajo de los 

estándares establecidos en las claves de identificación para Tulasnella por Currah et al. 

(1997). Por su parte, Tulasnella sp7 y Sebasina sp1 no formaron dichas estructuras (Figura 

12). 
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Figura 12. Dimensiones de células monilioides de las distintas morfoespecies de HMO; largo (µm): barras 

negras y ancho (µm): barras claras (µm). Letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey, P ≤ 

0.0001).  

 

Las dimensiones de las hifas fueron semejantes para la mayoría de los aislados y 

corresponden a los rangos que discriminan entre los géneros más comunes como 

Ceratorhiza que presenta dimensiones mayores (Currah et al., 1997). Sin embargo, 

Tulasnella sp3 y Tulasnella sp8, seguida de Tulasnella sp7 fueron los aislados que 

presentaron diferencias significativas (P ≤ 0.0001, Tukey), presentando las dimensiones de 

hifas mas pequeñas (Figura 13). 
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Figura 13. Diámetro promedio de hifas de las morfoespecies de HMO. Letras diferentes indican diferencia 

significativa (Tukey, P ≤ 0.0001).  

 

7.2. Viabilidad de las semillas 

 

Se evaluó la viabilidad de semillas de G. lagenophora, G. superba, B. purpurata y 

H. flexuosa, mediante dos técnicas de tinción, excepto de G. greenwooddii (solo se realizó 

prueba de tetrazolio). 

Al comparar las dos técnicas colorimétricas para evaluar la viabilidad de semillas 

de las distintas especies, la mayoría de los lotes de semillas no presentaron diferencias 

significativas entre los métodos, sin embargo, al menos la especie Bletia purpurata 

presentó diferencias significativas (Tukey, P ≤ 0.0004), ya que el mayor porcentaje de 

viabilidad fue en aquellas teñidas con tetrazolio (>60%), respecto a la técnica con 

diacetato de fluoresceína (Tukey, P ≤ 0.0004) (Figura 14).  



44 
 

 

Figura 14. Porcentaje de viabilidad de semillas de las distintas especies de orquídeas terrestres analizadas. 

Letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey, P ≤ 0.0004).  

 

De esta manera, al tomar en cuenta los valores de viabilidad bajo la técnica de 

tetrazolio, las semillas de G. superba como las de B. purpurata fueron las que mostraron 

mayor porcentaje de viabilidad (>60%), seguidas por G. greenwoodii (33%), G. 

lagenophora (19%) y H. flexuosa (10%) (Figura 14).  

Una vez realizada la comparación entre técnicas, se concluyó, que aunque no hubo 

demasiada variación entre ambas, la más efectiva es la técnica de tetrazolio (TTC), ya que 

la tinción con diacetato de fluoresceína (DFA) da falsos positivos al teñir otros tejidos de 

la semilla, además de teñir el embrión (Figura 15). 
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Figura 15. Viabilidad de semillas de especies de orquídeas terrestres en los métodos de tinción. a1) Govenia 

lagenophora DFA, b1) Govenia lagenophora TTC; a2) Bletia purpurata DFA, b2) Bletia purpurata TTC; 

a3) Habenaria flexuosa DFA y b3) Habenaria flexuosa TTC. Flechas roja indica semilla viable, flecha azul 

semilla inviable y flecha negra indica falso positivo ó negativo. 

 

7.3. Evaluación de la germinación de semillas  

7.3.1.  Evaluación del porcentaje de germinación 

Las semillas de la especie B. purpurata mostraron el mayor porcentaje de 

germinación (100%) al ser inoculadas con Tulasnella sp1, seguido de los tratamientos 

inoculados con Tulasnella sp2, Tulasnella sp4, Tulasnella sp6, Tulasnella sp7 y 

Tulasnella sp8 (aprox. 80-90%). Todos éstos, mostraron diferencia sifnificativa (Tukey, P 
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≤ 0.0001) respecto a los tratamientos simbióticos inoculados con Tulasnella sp3, 

Tulasnella sp5, Sebacina sp1, y los tratamientos asimbióticos que presentaron los 

porcentajes más bajos de germinación (menor al 50%) (Figura 16a). 
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Figura 16. Pruebas de germinación simbiótica y asimbiótica. a) Muestra la germinación de semillas de B. purpurata, en donde las letras distintas muestran 

diferencias. 
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A diferencia de lo anterior, las semillas de la especie H. flexuosa, mostraron el 

mayor porcentaje de germinación (64%) al ser inoculada con Tulasnella sp5 y Tulasnella 

sp7 (63%), seguidas de los demás tratamientos simbióticos y asimbóticos ya que 

mostraron una germinación entre el 50 y 55%, sin embargo, el tratamiento que mostró 

menor porcentaje de germinación fue el inoculado con Tulasnella sp4 (Figura 16b).  

7.3.2. Evaluación de índice de desarrollo 

En cuanto al desarrollo de B. purpurata a los treinta días, el mayor índice se logró 

en aquellos tratamientos simbióticos inoculados con los hongos Tulasnella sp2 y 

Tulasnella sp4 y, llegando mayoritariamente al estadío dos y tres (protocormo), sin 

embargo a los sesenta días, los tratamientos que mostraron mayor índice de desarrollo 

fueron aquellos inoculados con los hongos Tulasnella sp1, Tulasnella sp3, y Tulasnella 

sp7 alcanzando estadíos cuatro, cinco y seis. A los noventa días, en dichos tratamientos ya 

había alcanzado el estadio seis (plántula) (Figura 17 y 18).  
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Figura 17. Índide de desarrollo de B. purpurata a 30, 60 y 90 días de cultivo, en los diferentes tratamientos tanto asimbióticos, como simbióticos. En donde; 0-

semilla sin germinar, 1-rompimiento de testa, 2-aparición de rizoides, 3-aparición del primordio foliar, 4-aparicion de verdadera, 5-desarrollo de primera raíz y 

6-Plántula. 
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Figura 18. Desarrollo de Bletia purpurata. A la izquierda tratamientos asimbióticos (90 días); a la derecha 

tratamientos simbióticos. Tulasnella sp1 y sp3 (60 días), Tulasnella sp2, sp4, sp5, sp6, sp7, sp8 y Sebacina 

sp1 (90 días). 

 

Por otra parte, la inoculación del hongo Sebacina sp1 mostró una interacción 

patogénica, puesto que transcurridos los noventa días esté acabó por parasitar a todos los 

estadios alcanzados (semilla germinada-formación de rizoides) (Figura 17 y 18). No 

obstante el índice de dearrollo de B. purpurata en la mayoría de los casos fue 

progresivamente mayor al de los tratamientos asimbióticos (Figura 17).  

Respecto a H. flexuosa, el desarrollo se vió favorecido a los treinta días por el 

medio asimbiótico Phytamax. A los sesenta días el mayor índice se encontró nuevamente 

en el medio asimbiótico Phytamax, seguido del simbiótico inoculado con Tulasnella sp1. 
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A los noventa días se muestra que el mayor índice de desarrollo se presentó en el medio 

asimbiótico Knudson, seguido de Phytamax y en la simbiósis con Tulasnella sp1. (Figura 

19 y 20). 

Figura 19. Desarrollo de H. flexuosa. A la izquierda tratamientos asimbióticos; a la derecha tratamientos 

simbióticos (90 días de siembra).  
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Figura 20. Índide de desarrollo de H. flexuosa a 30, 60 y 90 días de cultivo, en los diferentes tratamientos tanto asimbióticos, como simbióticos. En donde; 0-

semilla sin germinar, 1-rompimiento de testa, 2-aparición de rizoides, 3-aparición del primordio foliar. 
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En todos los tratamientos (a excepción del género Govenia), los embriones se 

hincharon y rompieron la testa dentro de los 20 a 25 días después de la siembra. A los 60 

días, se tomaron algunos protocormos cuidadosamente y se realizaron cortes de estos, los 

cuales, revelaron pelotones compactos típicos en los tratamientos inoculados con el HMO 

(Figura 21), sin embargo, las células corticales de aquellos protocormos que se 

encontraban en medios asimbióicos se encontraron intaactos y libres de pelotones. 

Figura 21. Cortes transversales de protocormos para análisis de colonicación. 
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Durante el proceso de germinación de los diferentes géneros, se establecieron los 

seis estadios de desarrollo propuestos por Zettler y McInnis (1993) (Figura 22a) como 

resultado del crecimiento, diferenciación y desarrollo del embrión, formando así el 

protocormo y posteriormente las estructuras foliares y raíces de B. purpurata (Figura 22b) 

y H. flexuosa (Figura 22c). 

 

Figura 22. Etapas de desarrollo (ontogénicas de orquídeas). a) Estadios propuestos por Zettler y McInnis 

(1993); b) etapas de desarrollo de B. purpurata y c) etapas de desarrollo de H. flexuosa. 
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No obstante, el índice de desarrollo mostrado de los tratamientos de H. flexuosa 

(Figura 20), contrastan con los mostrados en B. purpurata (Figura 17), puesto que estos se 

encuentran muy por debajo (igual o menor al estadio tres) (Figura 20).  

7.3.3. Evaluación del porcentaje de supervivencia 

Transcurridos los noventa días, se observó que la supervivencia de los diferentes 

estadios ontogenicos fue variable en los distintos tratamientos (Figura 23).  

Por su parte, los tratamientos que presentaron el mayor porcentaje de supervivencia 

de B. purpurata, con una diferencia significatica (Tukey, P ≤ 0.05) fueron los simbióticos 

inoculados con Tulasnella sp1 y Tulasnella sp7. Mientras que los tratamientos simbióticos 

con Tulasnella sp8 y Sebacina sp1 terminaron por parasitar en su totalidad a los diferentes 

estadios ontogénicos encontrados a los noventa días (Figura 23a). 

En cuanto a H. flexuosa el mayor porcentaje de supervivencia (70-80%) fue 

mostrado en los tratamientos asimbiótico Phytamax y Knudson, y en simbiosis con 

Tulasnella sp1, los cueles mostraron diferencia significativa (Tukey, P ≤ 0.0001), respecto 

a los demás tratamientos. Mientras que los tratamientos estadísticamente más 

desfavorables en la supervivencia (15-30%) fueron aquellos en simbiosis con Tulasnella 

sp2, Tulasnella sp5 y Tulasnella sp7 (Figura 23b). 
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Figura 23. Pruebas de supervivencia. a) Muestra la supervivencia de los diferentes estadios ontogénicos de B. purpurata, en donde las letras distintas muestran 

diferencia significativa Letras distintas muestran diferencias significativas (Tukey, P ≤ 0.0000) y b) supervivencia de H. flexuosa, en los diferentes tratamientos. 

Letras distintas muestran diferencias significativas Letras distintas muestran diferencias significativas (Tukey, P ≤ 0.0001).  
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En cuanto a la germinación y desarrollo en semilla del género Govenia, no se logró 

inducir la especificidad potencial en los tratamientos simbióticos, ni la germinación y 

desarrollo en aquellos asimbióticos, a pesar de que las tres especies (G.lagenophora, G. 

superba y G. greenwoodii) presentaron un porcentaje estadisticamente mayor (Tukey, P ≤ 

0.0001) al de H. flexuosa. 
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8. DISCUSIÓN 

 

Los hongos micorrícicos forman junto con sus hospederos relaciones simbióticas 

complejas, y en la actualidad existe un gran número de interrogantes acerca del 

funcionamiento de esta simbiosis. Las micorrizas en orquídeas es uno de los temas 

principales en la investigación sobre la biología de estas plantas, ya que juega un papel 

crucial para la germinación y la supervivencia de estas, además de ser una herramienta en 

la conservación de especies amenazadas (Yuan et al., 2009; Arditti, 1992; Batty, 2002). 

En el presente estudio se obtuvieron 122 aislamientos, de los cuales, 96 

presentaron otras características que difieren de los HMO. Únicamente 26 presentaron 

características de hongos micorrícicos orquídeoides, por lo que el bajo aislamiento de 

HMO a partir de tejidos, puede llevar simultáneamente a aislar hongos no simbióticos, ya 

que algunos estudios han demostrado que la aparición de hongos endófitos en las raíces es 

más abundante que aquellos hongos que forman micorriza (Warcup y Talbot 1967; Suárez 

et al. 2006; Yuan et al., 2009). 

Los 26 aislamientos de HMO pertenecen únicamente a orquídeas de la especie B. 

purpurata, lo que muestra el bajo éxito de crecimiento que pueden mostrar los HMO al 

aislarse en cultivo in vitro. Un factor que puede impedir el crecimiento de los HMO, a 

pesar de estar presentes en los tejidos corticales de la raíz, es el suministro de aditivos, que 

no estimulan el crecimiento de estos, ya que al parecer, tienen necesidades nutricionales 

desconocidas, que hasta el momento no se han tenido en cuenta (Bayman et al., 2011, 

Vidal, 2015). Además, el uso de medios generales como el PDA, podría atenuar la 

diversidad presente debido a la dificultad que presentan ciertos hongos al crecer en esta 

fuente de carbono (Bayman et al., 1997).  

Dichos aislamientos se pudieron segregar mediante caracteres morfológicos en 9 

morfoespecies, en el presente estudio. La mayoría de las dimensiones obtenidas para las 

estructuras analizadas corresponden a las descritas por varios investigadores para el género 

forma Rhizoctonia (Moore, 1987; Currah et al., 1997; Kristiansen et al., 2001). 

Ocho morfoespecies corresponden al género teleomorfo Tulasnella (anamorfo 

Epulorhiza), siendo este un género ampliamente reportado en estudios donde se han 
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aislado hongos micorrícicos en orquídeas terrestres en Puerto Rico y Colombia realizados 

por Otero et al. (2004, 2013), Valadares et al. (2012) y Mosquera et al. (2013), y 

documentado para orquídeas terrestres epífitas mexicanas (Rangel-Villafranco y Ortega-

Larrocea, 2005; Rangel, 2006; Cruz-Blasí, 2007; Beltrán, 2010; Vidal, 2015). 

En un estudio realizado por Beltrán (2010), en donde llevo a cabo aislamientos y 

caracterización morfológica de HMO terrestres Bletia purpurata, B. roezlii y B. punctata 

en una reserva natural del estado Michoacán, encontró que éste género de orquídeas se 

encuentra asociado a hongos Tulasnella sp. De igual manera, concuerda con resultados 

obtenidos en un estudio realizado por Rangel (2006), en el que al aislar HMO de especies 

del género Bletia, en la reserva ecológica del Pedregal de San Ángel, encontró que dicha 

especie, en etapa adulta se relaciona con hongos micorrícicos pertenecientes a la familia 

Tulasnellaceae, en particular B. campanulata y B. urbana con Tulasnella calospora 

(Ortega-Larrocea et al., sometido, citado en Rangel, 2006). Estas plantas son de la familia 

Bletinae de más reciente evolución comparada con las especies de la subfamilia 

Apostasioidea y Cypripedioideae donde han sido aislados comúnmente (Kristiansen et al., 

2004; Shefferson et al., 2005). Sin embargo, no se puede generalizar que todas las 

orquídeas terrestres son especificas al género Tulasnella, puesto que en el mismo estudio 

realizado por Rangel (2006), las orquídeas terrestres del género Dichromanthus 

aurantiacus se relacionan con hongos micorrícicos pertenecientes a la familia 

Ceratobasidiaceae, manteniendo una relación simbiótica que es posiblemente persistente 

durante todo su ciclo de vida, dado que aislados obtenidos de raíces de plantas adultas y de 

protocormos pertenecen a la misma familia. Esta especie pertenece a la subfamilia 

Orchidoideae (Dressler, 1993).  

Además de su papel como hongo micorrícico, Tulasnella es generalmente descrito 

como un género de hongo saprófito de amplio rango ecológico (Alexopoulos et al., 1996), 

lo que puede explicar la mayor cantidad de aislados en este estudio. 

Así mismo, Beltrán (2010) reportó que los morfotipos 1 y 3 de Tulasnella sp 

presentaron células monilioides de menor tamaño a las reportadas para este género, o 

cualquier otro género de HMO en las claves de identificación de HMO propuestas por 

Currah et al. (1997), tal como ocurre con Tulasnella sp3, Tulasnella sp8 en el presente 
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trabajo. Sin embargo, se clasificaron como Tulasnella por las otras características antes 

descritas. 

Por lo tanto, realizar pruebas moleculares que permitan diferenciar o agrupar las 

morfoespecies encontradas y corroborar la identidad del género determinado como 

Tulasnella es de gran importancia, por lo que, se realizó la identificación molecular de 

dichos aislados por Beltrán, (2016) (datos en proceso), la cual se comparó con la 

identificación morfológica en la siguiente tabla: 

Tabla 2. Identificación de los nueve hongos micorrícicos orquideoides. A la izquierda; la identificación 

morfológica y a la derecha la identificación molecular realizada por Beltrán (2016) (Datos en proceso). 

 

Tanto la identificación morfológica, como la molecular no coinciden totalmente 

(Tabla 2). De acuerdo con en la identificación molecular realizada por Beltrán (2016) 

(datos en proceso), se encontró similitud en cuanto a la identificación morfológica 

solamente en dos hongos; Tulasnella sp2 y Tulasnella sp4 – ambas Tulasnella calospora 

en la identificación morfológica y molecular. No obstante, respecto al resto de los hongos 

micorrícicos no se encontró similitud en la identificación morfológica, ya que varios de 

estos aislados encontraron similitud con hongos Ascomicetos como Trichocladium, o a 

fines a los órdenes Pleosporales e Hypocreales, a excepción de Tulasnella sp8 – Sebacina 

vermifera. Por tanto, lo anterior no nos permitiría inferir que las orquídeas del género 

Bletia son específicas a los hogos del género Tulasnella. 



61 
 

En estudios previos de aislamientos de hongos micorrícicos en orquídeas 

fotosintéticas se han reportado generalmente Basidiomicetes, sin embargo, como endófitos 

de raíz en orquídeas epífitas, se han reportado hongos Ascomicetes de los órdenes 

Pleosporales e Hypocreales, tal como menciona Herrera et al. (2010), pero no como 

HMO.  

De tal manera que el criterio taxonómico continúa siendo válido como una primera 

herramienta de aproximación a los géneros, sin embargo, no siempre es suficientemente 

exacto como sistema de identificación de hongos del género forma Rhizoctonia, mucho 

menos de las relaciones que guardan entre sí. Sin embargo, la filogenia molecular ha 

permitido corroborar que estos criterios usados, permiten discernir entre diferentes 

géneros de este complejo.  

Sin embargo el género Sebacina no se ha reportado como hongo micorrícico de 

esta especie o género de orquídeas. 

El pequeño tamaño de las semillas de orquídeas es otro factor limitante cuando se 

quiere llevar a cabo programas de conservación de esta familia. Por lo que, estudios sobre 

germinación y fisiología in vitro requieren conocer con certeza los patrones de viabilidad 

en semillas de orquídeas, sin embargo, aún existe dificultad para distinguir las semillas 

viables de las no viables (Alomia, 2014).  

En el presente estudio, los métodos colorimétricos empleados no mostraron 

diferencia significativa entre ellos, a excepción de la especie Bletia purpurata, ya que el 

mayor porcentaje de viabilidad fue en aquellas teñidas con tetrazolio, respecto a la técnica 

con diacetato de fluoresceína.  

Sin embargo, se concluyó, que aunque no hubo demasiada variación entre ambas 

técnicas, la más efectiva fue la de tetrazolio (TTC), ya que la tinción con diacetato de 

fluoresceína (DFA) da falsos positivos al teñir otros tejidos de la semilla, además de teñir 

el embrión, lo que pudiera deberse a las características de la testa. La cual está formada 

por un tejido muerto, compuesto de hasta 96% de aire; de forma que cada semilla de 

orquídea puede ser considerada como un auténtico globo, esto es lo que pudiera estar 
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impidiendo la penetración del DFA y por consiguiente, que la técnica funcione de manera 

correcta. Por su parte, si la prueba de tinción se realiza en semillas intactas, la testa 

repelente al agua impide la absorción uniforme de la tinción, y el color de esta también 

puede interferir con la interpretación de la prueba (Eiberg, 1970). 

Tradicionalmente el método más utilizado es la prueba topográfica por tetrazolio. 

En ella se utiliza una solución incolora de la sal cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio como 

un indicador de varios procesos de reducción que ocurren en las células vivas (Baskin y 

Baskin, 2004; Alomia, 2014).  En semillas de orquídeas, este método resulta útil, pues la 

mayoría de especies de esta familia tienen las testas hialinas, tal es el caso de las especies 

estudiadas, lo que permite una clara observación del embrión cuando la reacción con la sal 

resulta positiva (Alomia, 2014).  

Los pocos estudios sobre germinación de semillas de orquídeas se han realizado sin 

conocer con certeza el porcentaje de viabilidad de las semillas (Porras-Alfaro y Bayman, 

2007; Alomía y Otero, 2013). Esta situación es crítica a la hora de establecer si la falta de 

germinación es debida a un tratamiento específico, o a la falta de viabilidad de las semillas 

al momento de iniciar el experimento, generando ruido en el diseño experimental (Alomia, 

2014). Así, el presente estudio reporta como método efectivo el de tetrazolio, para la 

evaluación del porcentaje de viabilidad en semillas de los géneros Govenia, Habenaria y 

Bletia, que puede ser aplicado con facilidad en estudios de germinación y fisiología.  

Las orquídeas varían en sus preferencias por los hongos micorrícicos (Otero et al., 

2004; Otero et al., 2007) y esto determina el grado de especificidad hospedero-huésped. 

Las orquídeas terrestres se han considerado como un grupo más dependiente en cuanto a 

su asociación con su micobionte, porque son difíciles de germinar sin su presencia (Arditti 

et al., 1981). Se tiene documentado que para algunas orquídeas, la especificidad de la 

asociación tiene niveles que varían entre especies (Otero et al., 2002) y etapas de la vida 

de las orquídeas habiendo en ocasiones, sucesión de hongos a lo largo de la vida de la 

orquídea (Luigi y Riess, 2001; McCormick et al., 2004).  

En este estudio, fue posible evidenciar que nueve aislados difirieron 

significativamente en su capacidad para inducir la germinación de las semillas de B. 
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purpurata y H. flexuosa. La variación entre la inducción de la germinación y el desarrollo 

de las plántulas se ha demostrado previamente en orquídeas terrestres (Hadley, 1970; 

Clements, 1987, 1988; Smreciu y Currah, 1989; Masuhara et al., 1993), de la misma 

manera que se demostró en el presente trabajo.  

En relación a la especificidad potencial de la asociación hospedero-huésped, la 

especie con mayor éxito de germinación fue B. purpurata, empleando el aislado de 

Tulasnella sp1 de la misma especie de orquídea. Por su parte, H. flexuosa presentó el 

mayor porcentaje de germinación al implementar el aislado Tulasnella sp5 y Tulasnella 

sp7 procedente de B. purpurata. Estos resultados concuerdan con estudios previos, en los 

cuales se ha encontrado semillas que pueden germinar con hongos aislados de otras 

plantas de orquídeas (Warcup, 1981; McCormck et al., 2004; Otero et al., 2004; Porras-

Alfaro y Bayman, 2007). 

Al comparar las dos especies de orquídeas podemos observar, que si bien algunos 

hongos promueven la germinación de semillas de H. flexuosa, aun cuando no fueron 

extraídos de plantas adultas de la misma especie, el porcentaje es menor, respecto al 

porcentaje de germinación de B. purpurata, especie de la cual se extrajeron los hongos 

micorrícicos probados. Sin embargo, no se puede inferir únicamente que los aislados no 

son igual de eficientes en ambas especies de orquídeas, ya que esto puede estar 

influenciado en gran medida por el porcentaje de viabilidad que allá presentado los lotes 

de semillas. 

Sin embargo, los resultados obtenidos, muestran claramente que no existe 

correlación directa entre el porcentaje de viabilidad y de germinación, puesto que la 

especie B. purpurata mostró una viabilidad del 61% y una germinación variante, del 50 al 

100% según el tratamiento, mientras que la especie H. flexuosa presentó un 10% de 

viabilidad de y un porcentaje de germinación del 45 al 65% según el tratamiento. Nuestros 

resultados, por tanto concuerdan con estudios de germinación realizados con otras 

orquídeas, en donde muestran que no hay una correlación directa entre los porcentajes de 

viabilidad y de germinación. De tal manera que, Fracchia et al. (2013) reportaron 

porcentajes de germinación simbiótica de 70% en semillas de la orquídea terrestre Aa 

achalensis Schltr. que presentaron un porcentaje de viabilidad del 43%. Por otro lado, 
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Dutra (2008) en un estudio de germinación asimbiótica de semillas de Cyrtopodium 

punctatum (L.) Lindl., reportó porcentajes de viabilidad del más del 70%, pero porcentajes 

de germinación de menos del 5%. 

A su vez, la viabilidad de las especies G. lagenophora (19%), G. superba (70%) y 

G. greenwoodii (33%), tampoco parece estar relacionada con los porcentajes de 

germinación, puesto que estás no germinaron en hasta 90-120 días después de la siembra 

tanto en los medios asimbióticos como simbóticos. En un estudio realizado por Alomia, 

(2014) reporta un porcentaje de viabilidad del 49% para la especie Vanilla odorata, pero 

una ausencia de germinación, lo cual coincide con los resultados obtenidos en el presente 

trabajo. Esto se justifica más por los requerimientos de esta especie para germinar, así 

como la falta del hongo apropiado para establecer la relación micorrícica y/o nutrientes en 

el medio que posibiliten la germinación para una especie en particular (Alomia, 2014). 

La germinación de semillas de orquídeas es difícil de estudiar en campo por el 

pequeño tamaño de las semillas (Rasmussen y Whighman, 2002). Por tal motivo, los 

experimentos de germinación pueden ayudar a demostrar que los hongos aislados de 

plantas adultas son potencialmente micorrícicos. Sin embargo, el hecho de que algunos 

aislados no promuevan germinación no descarta su papel como hongo micorrícico, sino 

que abre nuevas inquietudes acerca de la sucesión de especies que puede existir a lo largo 

de la vida de la planta. Así es posible que hongos encontrados en la fase adulta, no sean 

los mismos que inicialmente se requieran para colonizar las semillas y/o desintegrar la 

testa lignificada que permita luego a otros organismos promover la trasferencia de 

nutrientes que se espera ocurra en este tipo de asociación (Alomia, 2014). 

Al finalizar el experimento, la especie B. purpurata, mostró mayor desarrollo en 

los tratamientos simbióticos con Tulasnella sp1, Tulasnella sp3, y Tulasnella sp7 

alcanzando estadios cinco y seis. Para H. flexuosa, el mayor índice de desarrollo se 

presentó en los medios asimbióticos Knudson y Phytamax, seguidos por el medio 

simbiótico con Tulasnella sp1, en donde la mayoría se encontraban en estadios tres. Sin 

embargo, los aislados Tulasnella sp2, Tulasnella sp5 y Tulasnella sp7, provocaron que el 

desarrollo de Habenaria flexuosa se viera afectada, y comenzaran a parasitar los estadios 
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alcanzados hasta ese momento. Por lo que esta última, según los resultados, es capaz de 

adquirir los nutrientes del medio sin ayuda del socio fúngico para poder desarrollarse.  

Lo cual corrobora que existe cierta especificidad potencial, ya que la simbiosis 

orquídea-hongo se ve mayormente favorecida siempre y cuando los hongos extraídos de 

cierta planta adulta sean utilizados en germinación simbiótica de semillas de la misma 

especie. 

Para ambas especies de orquídeas, los tratamientos simbióticos dieron lugar a un 

mayor y mejor desarrollo morfológico, observándose en todos la formación de rizoides. 

En los tratamientos asimbióticos (especialmente en Phytamax) de B. purpurata, no se 

observó el desarrollo de rizoides y los protocormos simbióticos. Lo cual concuerda con el 

estudio de Rangel (2006), en donde orquídeas del género Dichromanthus dieron lugar a un 

mayor y mejor desarrollo morfológico en los tratamientos simbióticos. 

En cuanto al tratamiento asimbiótico Phytamax de B. purpurata, se observó que el 

desarrollo fue deteniendo después de alcanzar el estadio 3 y los protocormos se 

comenzaron a oxidar, fenómeno observado en el estudio realizado por Rangel (2006), en 

donde observo que el desarrollo de Dichromanthus aurantiacus, no continuó después de 

alcanzar el estadio 3 y los protocormos se comenzaron a oxidar, de igual manera sucedió 

en otros estudios con Spiranthes magnicamporum y S. odorata, (Anderson, 1991). La 

oxidación puede ser resultado de la producción de exudados fenólicos por parte del 

protocormo o como resultado de un efecto tóxico de los elementos del medio. Esto no 

ocurre en los tratamientos simbióticos por lo que tal vez, el socio fúngico esté previniendo 

este fenómeno quizá con la síntesis de hormonas que impidan la oxidación y que 

favorezcan el desarrollo de los protocormos (Anderson, 1991; Arditti, 1992; Rasmussen, 

1995; Gangaprasad et al., 1999). 

Por su parte, la inoculación del hongo Sebacina sp1 mostró una interacción 

patogénica en la especie B. purpurata, ya que transcurridos los noventa días, esté acabo 

por parasitar todos los estadios alcanzados (E1, E2 y E3). Por otro lado, los diferentes 

estadios de desarrollo de H. flexuosa en los tratamientos simbióticos, alcanzados al cabo 

de noventa días comenzaron a morir, lo cual concuerda con el estudio realizado por 
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Rangel (2006), en el que, al estudiar el desarrollo simbiótico de Bletia campanulata, el 

porcentaje de protocormos y plántulas desarrolladas se fue reduciendo considerablemente 

en simbiosis con el hongo micorrícico. Esto, pudiera deberse a que no existió un equilibrio 

en el crecimiento del hongo con las condiciones del medio, tal como se menciona en 

estudios anteriores (Rasmussen, 1995; Zettler, 1997; Zettler y Hofer, 1998; Otero et al., 

2003; Rangel, 2004), ya que el aislado creció más, invadiendo semillas sin germinar, 

semillas germinadas y protocormos. Este fenómeno ha sido descrito por varios autores, los 

cuales mencionan que el balance entre orquídeas-hongos micorrícicos es muy delicado y 

en algunos casos las semillas o plántulas son digeridas por el hongo (Warcup y Talbot, 

1967; Smerciu y Currah, 1989; Sneh et al., 1991). Posiblemente el aislado utilizado no sea 

adecuado para mantener la relación durante el desarrollo de las plántulas ya que fue 

obtenido de las raíces de una planta adulta de la misma especie y anteriormente no fue 

probado. Por otro lado, el crecimiento acelerado del aislado podría haber sido propiciado 

por condiciones microambientales como la disponibilidad de la fuente de carbono en el 

medio (Oddie et al., 1994; Stewart, 2004). Por otra parte, es posible que la habilidad 

saprobias del hongo se acelere después de varios subcultivos in vitro, en comparación 

cuando los hongos son recientemente extraídos de la planta y están en condiciones de 

degradar sustratos más complejos como los que hay en el suelo (Rangel, 2006).  
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9. CONCLUSIONES 

 

 Estudios que permitan conocer los hongos micorrícicos que se asocian a orquídeas 

terrstres son de fundamental importancia, si se requiere realizar programas de 

conservación y reintroducción de orquídeas.  

 Se concluyó que, específicamente la especie Bletia purpurata se asocia 

principalmente con HMO que pertenecen al género Tulasnella. 

 Sin embargo, los caracteres morfológicos no siempre son confiables para 

identificar los HMO. Por lo que se requiere además de la caracterización e identificación 

morfológica, la identificación molecular, para tener mejores resultados.  

 Es difícil llegar a estimar la viabilidad de las semillas de estas plantas, por las 

características que presentan, sin embrago, en el presente estudio se estableció que la 

técnica colorimétrica de tetrazolio es la más confiable. 

 Según los resultados obtenidos, existe especificidad orquídea-hongo, puesto que 

los aislados de Bletia purpurata fueron más eficientes en la promoción de la germinación, 

desarrollo y supervivencia de las plántulas, en comparación con Habenaria flexuosa. 

 No todos los aislados de HMO extraídos de raíces de orquídeas terrestres adultas 

promueven una especificidad potencial benéfica en cultivo in vitro, aún cuando provengan 

de la misma especie, por lo que es recomendable probar estos a lo largo del ciclo de vida 

de la planta. Si bien algunos pueden promueven la germinación de semillas, otros pueden 

promover el desarrollo de la misma o su supervivencia. 

 De tal manera que Habenaria flexuosa logró mayor porcentaje de germinación en 

los medios simbióticos Tulasnella sp5 y Tulasnella sp7, pero un mayor desarrollo al 

término del experimento en los medios asimbióticos Phytamax y Knudson. 
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11. ANEXOS 

 

Anexo 1. Principales caracteristicas de las morfoespecies de HMO aislados 

   

 

 

Tulasnella sp1. a) Aislado en medio PDA, b) reacción 

negativa a peroxidasa, c) medición de células monilioides 

y d) medición de hifas. 

Tulasnella sp2 y sp4. a) T. sp2, b) T. sp4, c) reacción 

negativa a peroxidasa, c) medición de células 

monilioides e de hifas. 
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Tulasnella sp3 y sp8. a) T. sp3, b) T. sp8, c) reacción 

negativa a peroxidasa, c) medición de células monilioides 

e de hifas. 

Tulasnella sp5 a) Aislado en medio PDA b) reacción 

negativa a peroxidasa, c) medición de células monilioides 

y d) medición de de hifas. 
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Tulasnella sp6. a) Aislado en medio PDA, b) reacción 

negartiva a peroxidasa, c) medición de células 

monilioides y d) medición de hifas 

Tulasnella sp7. a) Aislado en medio PDA, b) reacción 

negartiva a peroxidasa, c) medición de hifas. 
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Sebacina sp1. a) Aislado en medio PDA, b) reacción 

negartiva a peroxidasa, c) medición de hifas. 
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Anexo 2. Medios de cultivo utilizados en la metodología  

 

Fucsina ácida 0.01 

Para preparar 1L 

Ácido láctico 87.5 mL 

Glicerol 6.25 mL 

Agua tridestilada  6.25 mL 

Alcohol-Ácido acético-Formaldehido (FAA) 

Para 100 mL 

Alcohol 70% 90 mL 

Ácido láctico glacial                                               5 mL 

Formaldehido 37%                                                5 mL 

 
 
 
 
 

 

PVLG (Alcohol Polivinílico Lacto Glicerol) 

Para preparar 100 mL 

Ácido láctico 50 mL 

Agua destilada  45 mL 

Glicerina 5 mL 

Alcohol polivinílico  8.33 gr 
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Medio de Aislamiento Fúngico (Clements, 1988) 

MAF (para preparar 1L) 

Ca(NO3)2 - 4H2O 0.5 gr 

KH2PO4  0.2 gr 

KCI 0.1 gr 

MgSO4 - 7H2O 0.1 gr 

Extracto de levadura  0.1 gr 

Agar 8 gr 

Ajustar pH a 5.5 - 6 antes de agregar el agar 

 

 

 

Medio para reacción a la Polifenol-Oxidasa 

Para preparar 500 mL 

Malta Ac. Tánico 

Malta 7.5 gr Ac. Tánico 2.5 gr 

Agua 425 mL Agua 75 mL 

Agar bacteriológico 10 gr  

  

Se calienta a disolver y autoclavear  Esterilizar con microfiltro (no autoclavear) 

 

El Ac. Tánico se adiciona una vez que el medio sale de autoclave y está tibio  

Solución de antibióticos (Eritromicina 0.03% y Gentamicina 0.01%) 

Solución Stock 

Eritromicina al 2% y Gentamicina al 1% diluir 0.2 gr de eritromicina y 0.1 gr de gentamicina 

en 10 ml de agua. Agregar después a 1000 mL de medio para que quede a la concentración 

deseada.  

 

 



89 
 

Solución de Tetrazolium 

Para preparar 1L 

Preparado en buffer de fosfato: 

KH2PO4 Na2HPO4 

KH2PO4   3.63 gr Na2HPO4   7.13 gr 

Agua 400 mL Agua 600 mL 

Cuando estén completamente disueltas las soluciones se mezclan, posteriormente  añadir y 

disolver el Tetrazolium al 1% (peso/volumen): 

Tetrazolium 10 gr 

Almacenar en botella de vidrío ámbar a 4°C sin luz (no más de tres meses), si se torna color 

rosado, desechar.  

 

 

 

Solución de Diacetato de Fluoresceína 

DFA (para preparar 1L) 

DFA al 0.1%  (peso/volumen) Disolver en acetona absoluta 

La reacción tiene lugar en aproximadamente 10 minutos siguientes, antes de que la 

fluoresceína falle. 
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Medio Básico de Avena 

MBA (para preparar 1L) 

Avena en polvo 3.5 gr 

Extracto de levadura 0.1 gr 

Agar bacteriológico  8 gr 

Ajustar pH a 5.5 antes de agregar el agar 

 

 

 

 

Medio Knudson 

Kn (para preparar 1L) 

Ca(NO3)2 - 4H2O 1 gr 

(NH4)2 SO4 0.5 gr 

MgSO4 7H2O 0.25 gr 

MnSO4 4H2O  0.0075 

KH2PO4  0.25 gr 

FeSO4 0.0278 gr 

EDTA sódico (Na2 EDTA) 0.0373 gr 

Ajustar pH a 5.5 – 5.7 antes de agregar el agar 

Sacarosa 30 gr 

Agar bacteriológico  8 gr 
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Medio Phytamax 

para preparar 1L 

Nitrato de amonio 825.0 mg 

Ac. Bórico  3.10 mg 

Cloruro de calcio anhidro 166.0 mg 

Cloruro de cobalto hexahidratado 0.0125 mg 

Sulfato cúprico pentahidratado 0.0125 mg 

Desodio EDTA hidratado 37.240 mg 

Sulfato ferroso heptahidratado 27.850 mg 

Sulfato magnesio anhídrido 90.350 mg 

Sulfato manganoso 8.450 mg 

Yoduro de potasio 0.4150 mg 

Nitrato de potasio 950.0 mg 

Fosfato de potasio monobásico  85.0 mg 

Molibdeno de potasio monobásico  0.1250 mg 

Sulfato de zinc heptahidratado  5.30 mg 

Carbón activado  2000.0 mg 

MES (libre de ácido) 1000.0 mg 

Myo-inositol 100.0 mg 

Ácido nicotínico (libre de ácido) 1.0 mg 

Peptona tipo I 2000.0 mg 

Piridoxina  1.0 mg 

Sacarosa 20000.0 mg 

Tiamina  10.0 mg 

Agar bacteriológica  8 gr 

Ajustar pH a 5.5 – 5.7 antes de agregar el agar 
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Resumen gráfico de las metodologías utilizadas 

Anexo 3. Aislamiento y caracterización de HMO 

 

Figura 24. Proceso de recolección de raíces de orquídeas y desinfección de raíces para aislamiento de 

hongos. 
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Figura 25. Técnica de aislamiento, caracterización e identificación de los HMO.  
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Anexo 4. Metodología de las pruebas de germinación de semillas 

 

Figura 26. Técnica de desinfección de semillas, y pruebas de germinación.  


