i)

UNIVERSIDAD
DEL AZUAY

UNIVERSIDAD DEL AZUAY
FACULTAD DE CIENCIA Y TECNOLOGIA
ESCUELA DE BIOLOGIA, ECOLOGIA Y GESTION

Estudio de la germinacion y desarrollo temprano in vitro de una
especie de orquidea del género Cymbidium cultivada entre

diferentes tratamientos simbioticos y asimbioticos

TRABAJO DE GRADUACION PREVIO A LA OBTENCION DEL TIiTULO:
BIOLOGO CON MENCION EN ECOLOGIA Y GESTION

Autores:

DIEGO ANDRES BELTRAN AGUILAR
ADRIANA POLETH SOLORZANO CHAVEZ

Director:
RODRIGO SEBASTIAN CAROCA CACERES
CUENCA, ECUADOR

2022



Beltran Aguilar i
Soldrzano Chéavez

DEDICATORIA

Me di cuenta, a pesar de todo, que en medio del invierno habia dentro de mi un verano invencible. Y eso me hace
feliz. Porque no importa lo duro que el mundo empuje en mi contra, dentro de mi hay algo mejor empujando de
vuelta. Dedico este trabajo a mi familia, quienes han sido un apoyo fundamental durante toda mi vida, a mis amigos y
maestros con los que he compartido grandes momentos.

Albert Camus,
El verano
(1953)

Diego

El amor trasciende la persona fisica del ser amado, encuentra su significado mas profundo en su ser

espiritual. Que esté presente o no de alguna manera deja de ser importante. Dedico este trabajo a mi papi, quien me
ensefio a mirar el amor desde otra perspectiva y a mi pequefia gran familia mi mami Adriana, mi hermano Juan José y
abuelita Marina por ser mi porqué y reconfortarme para poder soportar casi cualquier como.

Viktor Frankl,

El hombre en busca de sentido

(1946)

Poleth



Beltran Aguilar iii
Solérzano Chavez

AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, queremos agradecer a nuestro tutor Rodrigo Caroca Caceres PhD, por brindarnos

su apoyo constante y guiarnos pacientemente durante este proceso para alcanzar nuestra meta.

A Raffaella Ansaloni y Antonio Crespo, PhDs, miembros del tribunal, quienes nos brindaron su

tiempo, apoyo y conocimiento durante el desarrollo del trabajo de grado.

Al orquideario de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca y a la BQF.

Monica Narvéez por su apoyo y recomendaciones a lo largo del trabajo de grado.

De manera especial, agradecemos a nuestras familias por haber formado los cimientos necesarios
para la construccion de nuestra vida personal y profesional, por proporcionarnos perspectiva y

sentido para encontrar nuestro objetivo y nuestra fuerza.

A los grandes amigos que encontramos en el camino por apoyarnos en cada paso y por haber

hecho de esta etapa una de las mejores en nuestra vida

A cada uno de nuestros formadores, personas inteligentes y amables que se han esforzado por

ayudarnos a culminar nuestra etapa universitaria con éxito.

Finalmente, y de manera especial, queremos agradecer al Ing. Diego Montero, a las Blgas. Dalma
Orellana 'y Paz Abril, asi como a Santiago Ordofiez por todo su apoyo y recomendaciones

brindadas a lo largo de este trabajo.



Beltran Aguilar iv
Soldrzano Chéavez

INDICE DE CONTENIDOS

DEDICATORIA .. ..ottt ettt e et e e e ettt e e e eabe e e e ebtbeaeesbbesaabbeeeasneeeetbsaeeisbseeenseeaanns i
AGRADECIMIENTOS Lottt e et e e et e e et e e bt e e bt e ss b e e e st e saeeaeneeasbeeaneesnsean iii
INDICE DE CONTENIDOS......c..ooovoiiriiiisiss it ssse st ssse s ssnnes iv
INDICE DE FIGURAS.....c.ooiiiititiiiiiesis ettt s s v
INDICE DE TABLAS .....ooooiiiiiiii et v
INDICE DE ANEXOS.......ccooouiiieii ittt st vi
RESUMEN ...ttt e e e esee e e e e e ee e e s b e e e se e e st e e ss e e e saneesnneesseeasnee st b eennneeseeeennneesnnennnnes vii
ABSTRACT ...ttt ettt et e et e e st e e st e e bb e e st e e ebbeesaeeeneeeeanseeanesaenneeasbeaans viii
INTRODUCCION: .....ocomiiimiimtiieeeseteee sttt 1
CAPITULO 1: MATERIALES Y METODOS. ......cooooitriiiieieesesise s sssessns 8
1.1 ATEA TR BSULIO cv.voveeeceee ettt e ettt en ettt ettt ettt sen e et 8
1.2 Procesamient0 de 18S CAPSUIAS........cueieiueiiiieie ettt neeneesteereenes 8
1.3 Procesamiento de SEMIMIAS ..........ccoiriiiiiie e 8
131 Deshidratacion y almacenamiento de SEmillas ...........ccooeiiiiiiiiiic i 8

1.4 Preparacion de medios de cultivo para evaluar la germinacion de semillas de Cymbidium sp...... 9
1.5  Protocolo de siembra de SEMITIAS .........ccvviiiiiiii e 10
151 DesinfecCion de SEMIMIAS ...........oiiiiiiii e 10
15.2 SIEMDra de SEMIMIAS. ......c.ooiiiirii s 10
153 REGISIIO A8 UALOS ... ittt r b nne s 11

1.6 ANALSIS ESTAATSTICO. .. .ttt 11
CAPITULO 2: RESULTADOS ...ttt 13
2.1  Viabilidad de las semillas de CymbidiUum SP. .....ccoiiririeiiiiiiiiie e s 13
2.2 Germinacion simbidtica vs. germinacion asimbiOtiCa ...........ccocuiereriiiiiieiceee e 13
2.3 Morfologia de los estadios de germiNaCion ............ccccueiieiiiieeiee e 16
2.4 Alturas alcanzadas entre diStintos tratamientos ............ccooivieiiiiiiiienc e 17
CAPITULO 3: DISCUSIONES ........ocoiiimiiiiimtiietiiet ettt ettt 19
CON CLUSTONE S .ttt ettt e e e e b bt e e et e e ae e e sa et et e e st e esb e e e st e ebbeeenneessseeenneesnneeennee 24
BIBLIOGRAFIA: ..ottt s s 26



Beltran Aguilar v
Soldrzano Chéavez

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Semillas de Cymbidium sp. con y sin embridn (izquierda y derecha, respectivamente), observadas
al estéreo mMicroscopio (AUMENTO 4X ). .coui i ieeceee e ree et s e sa e e e s e e e s e s e e sasesneeeneesseeaseesseennensneans 13

Figura 2. Probabilidad de no germinar para un periodo de 8 semanas calculadas con el método de Kaplan
Meier para semillas de Cymbidium sp. después de ser sembradas en distintos tratamientos. Negro:
Germinacion asimbiotica en medio MS; rojo: Germinacidn asimbiotica en medio OMA; verde: Germinacion
simbidtica con Sebacina vermifera; amarillo: Germinacidn simbiotica con Ceratobasidium sp................. 15

Figura 3. Porcentaje de los estadios morfologicos alcanzados por las semillas en cada tratamiento después
de un periodo de 8 semanas: negro) Germinacion asimbiotica en medo MS; rojo) Germinacion asimbiotica
en medio OMA; verde) Germinacion simbidtica con Sebacina vermifera; amarillo) Germinacion simbidtica
CON CFAIODASIATUN SP. ..ottt ettt ettt a ettt e a e ekt e beebb e et e e abeesbeeabeesbaeneesbeeesaaas 17

Figura 4. Promedio de las alturas alcanzadas por las plantulas de Cymbidium sp. en los distintos tratamientos:
negro) Germinacion asimbidtica en medio MS; rojo) Germinacion asimbiotica en medio OMA; verde)
Germinacion simbiotica con Sebacina vermifera; amarillo) Germinacion simbiotica con Ceratobasidium sp.

................................................................................................................................................ 18

Figura 5. Afiliacion taxondmica de hongos micorricicos conocidos en cada clado principal de Orchidaceae
y familias monocotiledoneas estrechamente relacionadas. El signo “mas” (+) indica el linaje con algunas
especies completamente micoheterdtrofas. Ceratobasidiaceae y Cymbidieae estan marcados en azul.
Modificado de Yukawa et al., (2009)......cc.oiiiiiiiiiiiiiciiee ettt ettt e 20

Figura 6. Afiliacion taxonomica de hongos micorricicos conocidos en cada clado principal de Orchidaceae
y familias monocotiledoneas estrechamente relacionadas. El signo “mas” (+) indica el linaje con algunas
especies completamente micoheterotrofas. Sebacinaceae y Cymbidieae estan marcados en rojo. Modificado
de Yukawa et al., (2009). ...ttt ettt et b et ettt e et e st e bt ebeentaaa 22

Figura 7. Agrupacion filogenética de rasgos biogeograficos en el linaje de Sebacina: (a) region
biogeografica. Los nimeros sobre las ramas indican valores P basados en remuestreo de arranque multiescala
con 1000 repeticiones. Extraido de (Tedersoo et al., 2014)...cccveiiiieiieiiiesececcseeers e 23

INDICE DE TABLAS

Tabla 1.  Descripcion de los tratamientos simbioticos y asimbiOtiCOS. ...ccvverruveerreeirveesiererreessreeseeeeseee s 9
Tabla 2.  Resultado del andlisis de supervivencia estimado con el método Kaplan - Meier. .................. 14
Tabla 3. Resultado de la comparacion multiple con el método de Bonferroni ..., 16

Tabla4. Comparacion multiple por pares mediante el método de Dunn. .........cccoevieiiiiiiiciiiiiniieenieen, 18



Beltran Aguilar vi
Soldrzano Chéavez

INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Semillas de Cymbidium sp. inmaduras y, maduras con presencia de radiculas (izquierda y
derecha, respectivamente), observadas al estéreo microscopio (Aaumento 4X). ......ccecvevveveeceerieererirersesennens 35

Anexo 2. Semillas deshidratadas de Cymbidium sp. listas para ser almacenadas...........c.ccccooeiiiniennn. 35

Anexo 3. Hongos micorricicos Sebacina vermifera y Ceratobasidium sp., (izquierda y derecha,
respectivamente), utilizados en 10s tratamientos SIMDIOICOS. ...cvvvvrriveirieerrricere e esrre e e e ee e 35

Anexo 4. Numero de semillas en cada estadio de germinacion de cada uno de los diferentes
ETALAIMIETIIOS . .. w.vveveeureteeteee et ettt et et et es ettt e st e s et e eae e st et e st e s e ea e e ss e s e se e s e ent e s et eene e s e e e eaeebe et e s e e et e nen 36

Anexo 5. Descripcion morfologica de los diferentes estadios..........cooveeeiiiiiiiiiiiiiiiciiccieeieecee e 37



Beltran Aguilar vii
Solérzano Chavez

RESUMEN

El mutualismo cumple un papel importante en el ensamblaje, persistencia y estabilidad de las
orquideas. La micromorfologia de las semillas dificulta el proceso germinativo y de desarrollo, por
lo cual, el mutualismo con hongos micorricicos es fundamental para la familia Orchidaceae. El
presente estudio tuvo como objetivo evaluar la germinacion y desarrollo temprano in vitro de una
especie de orquidea del género Cymbidium sp. en simbiosis con los hongos micorricicos
Ceratobasidium sp y Sebacina vermifera, asi como, en germinacion asimbidtica en medio MS
modificado con agua de coco y en medio OMA. Los resultados evidenciaron que tanto los
tratamientos asimbioticos como simbidticos tuvieron efectividad en la germinacion de las semillas,
sin embargo, en el desarrollo temprano de las plantulas, el tratamiento simbi6tico mostr6 mejores

resultados, particularmente con Ceratobasidium sp.
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ABSTRACT

Mutualism plays an important role in the assembly, persistence and stability of orchids. The
micromorphology of the seeds hinders the germination and development process, therefore,
mutualism with mycorrhizal fungi is essential for the Orchidaceae family. The objective of this
study was to evaluate the in vitro germination and early development of an orchid species of the
genus Cymbidium sp. in symbiosis with the mycorrhizal fungi Ceratobasidium sp and Sebacina
vermifera, as well as, in asymbiotic germination in MS medium modified with coconut water and
in OMA medium. The results showed that both asymbiotic and symbiotic treatments were effective
in seed germination, however, in early seedling development, the symbiotic treatment showed better

results, particularly with Ceratobasidium sp.
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Mycorrhizal fungi; Orchids; Cymbidium; Ceratobasidium; Sebacina vermifera
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Estudio de la germinacién y desarrollo temprano in vitro de una especie de
orquidea del genero Cymbidium cultivada entre diferentes tratamientos

simbidticos y asimbidticos

INTRODUCCION:

Las orquideas representan uno de los grupos de plantas méas vulnerables a la intensificacion del
cambio climatico (Gale et al., 2018). El declive de sus poblaciones ha sido cada vez més evidente,
han sufrido una disminucién en su abundancia y distribucion, muchas de ellas son raras y otras estan
en peligro de extincion. Esto se ha atribuido a la limitacion de los procesos ecoldgicos

fundamentales como la polinizacion exitosay el flujo de genes (Gale et al., 2018; Jacquemyn, 2012).

La familia Orchidaceae se distribuye a lo largo de los continentes, en zonas tropicales y
subtropicales de América, Asia y Africa con excepcion de la Antartida (Hew & Yong, 2004). Es
una de las familias mas numerosas del grupo de las angiospermas, y se consideran una de las mas
diversas alrededor del mundo (Jacquemyn et al., 2012). En Ecuador, la familia de las orquideas
representa el 37.9% del total de las especies endémicas con aproximadamente 4000 especies (Leon
etal., 2011; Endara y Jost, 2011).

El alto nivel de especiacion, su elevada capacidad de dispersion, las mutaciones benéficas y la fuerte
especificidad de los polinizadores son caracteristicas que predisponen a las orquideas de los Andes
y otras regiones montafiosas adaptarse a cualquier medio de estos habitats (Dodson, 2003). Sin
embargo, a pesar de su gran diversidad la conservacion de estas especies ha sido un reto, debido a

las exigencias que poseen (Wraith & Pickering, 2019).

Morfolégicamente una planta de orquidea esta divida en semillas, hojas, raices, flores y
pseudobulbo. La morfologia de las raices depende del habitat de la especie; segun el tipo de hébitat
para su crecimiento las orquideas se clasifican en terrestres, epifitas y litofiticas (Meisel et al., 2014).
Las orquideas del habitat terrestre estdn compuestas por pseudobulbos con un sistema radicular
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subterraneo y suelen presentar periodos de latencia (Martija, 2003). Las epifitas se caracterizan por
crecer en los troncos, ramas o copa de los arboles, poseen raices aéreas de gran tamafio, las cuales
suelen absorber la humedad del aire. Por otro lado, las de crecimiento litofitico comprenden a las
orquideas que se desarrollan en suelos rocosos y en condiciones climaticas extremas, comdnmente

sus raices se desarrollan bajo el musgo que cubre las rocas que colonizan (Martija, 2003).

Las semillas de las orquideas pueden colectarse a partir de capsulas verdes o maduras (Banda et al.,
2017). El fruto de las orquideas esta compuesto por dos carpelos, los cuales contienen miles de
semillas diminutas, cominmente conocidas como semillas polvo. Las semillas varian en formas y
tamafios, pudiendo ser filiformes, fusiformes y elipsoidales. Suelen presentar dimensiones entre 1-
2 mm de largo y 0,5-1 mm de ancho; un fruto puede presentar hasta 4.000.000 semillas por capsula
dependiendo del tamafio y peso, asi como del género y especie de la orquidea (Banda et al., 2017).
Estructuralmente se caracterizan por no poseer endospermo, en su lugar hay un espacio de aire que
rodea el embrion globular dentro de una testa membranosa (Zhang, 2015). Fisiologicamente, el
endospermo favorece la germinacion de las semillas por ser la fuente principal de nutrientes para el

embrién y sus primeras fases de desarrollo.

Dada la micromorfologia de las semillas, las orquideas han desarrollado estrategias de vida muy
caracteristicas. Estan asociadas a diversos taxones fungicos, incluidos diversos hongos endofiticos
no micorricicos y hongos micorricicos que son necesarios al menos durante una etapa de la vida.
Existe una gran diversidad de asociaciones micorricicas, sin embargo, la capacidad simbidtica
fangica depende de la naturaleza del aislado y de la especie de orquidea con la que coexiste (Yeh et
al., 2019).

La mayoria de orquideas fotosintéticas requieren de fuentes de carbono, nitrégeno y fosforo
provistos por los hongos, utilizando un modo nutricional conocido como micoheterotrofia
(Bidartondo & Read, 2008; Pujasatria et al., 2020). A lo largo de su ciclo de vida, algunas especies
de orquideas alcanzan un nivel de micoheterotrofia parcial o total, lo que sugiere que la simbiosis
con hongos micorricicos permite que las orquideas obtengan beneficios a largo plazo (Pujasatria et
al., 2020).

La micorriza es la interaccion simbidtica que se da entre las raices de las plantas y los hongos.
Comprende tres tipos principales: micorrizas arbusculares, micorrizas de orquideas vy
ectomicorrizas. Las ectomicorrizas son asociaciones adheridas a células epidéermicas de las raices

laterales emergentes, las hifas forman un tejido pseudoparenquimatoso conocido como manto
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envolvente. La red de hifas o red de Hartig penetra en las células de la raiz epidérmica (Pimprikar
& Gutjahr, 2018). Las micorrizas arbusculares son asociaciones entre la mayoria de plantas
terrestres y hongos glomeromycota. En la micorriza arbuscular, las hifas de glomeromicetos crecen
en las células de la raiz de la planta y luego penetran en las células corticales, formando arbdsculos
en forma de arbol (Pimprikar & Gutjahr, 2018; Martin et al., 2016). En las micorrizas de orquideas
las hifas penetran por las paredes del paréngquima de los protocormos y las raices de las orquideas

para formar los pelotones (Martin et al., 2016).

El mutualismo con los hongos cumple un papel importante en el ensamblaje, la persistencia y la
estabilidad de las comunidades de orquideas (Fortuna et al., 2010). El tamafio de las semillas y su
carencia de reservas, predisponen a que la mayoria de las orquideas presenten una fuerte
dependencia por las asociaciones de micorrizas para germinar, debido a los beneficios que ofrecen

en las distintas etapas de su crecimiento (Reiter et al., 2018; Zhang, 2015; Zettler et al., 2013).

En la naturaleza, las semillas de las orquideas solamente seran capaces de germinar en presencia de
hongos micorricicos. La disminucién de condiciones favorables en el suelo y la reduccion de hongos
en el habitat pueden ser factores importantes que limiten la regeneracion de las orquideas y por
tanto, afectar negativamente la conservacion in situ de esta familia (Diantina et al., 2020). De ahi,
la relevancia de desarrollar protocolos de conservacion ex situ para establecer nuevas estrategias de

conservacion, reintroduccion y reproduccién de plantas en su hébitat natural.

La germinacion simbidtica y asimbidtica de semillas tiene mérito practico para la horticulturay la
recuperacion de especies, y se considera una herramienta de conservacion eficaz para las orquideas.
En la aplicacion de estas técnicas, es fundamental determinar el medio de germinacion adecuado,
ya que los requisitos nutricionales para la germinacion y crecimiento de las semillas, varian en
funcion de la especie, las caracteristicas de la historia de vida y los habitats. Se ha estudiado que las
diferencias geograficas y los rasgos de vida son factores criticos que afectan la germinacion. Por
ejemplo, se ha evidenciado que las orquideas epifitas se caracterizan por mantener una amplia
compatibilidad con micorrizas generales y requerimientos simples, al contrario de las especies de
habitat terrestre que presentan una dependencia a cepas fungicas particulares (Alghamdi, 2019;
Diantina et al., 2020).

En investigaciones con fines de conservacion, las pruebas de viabilidad determinan el éxito de los
esfuerzos de conservacion ex situ. Una prueba de viabilidad es definida como una técnica que

determina si las semillas individuales son viables y utilizables después de su recoleccion y


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/seed-germination
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/horticulture
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almacenamiento, permite estimar la proporcién de semillas vivas en una poblacién. Para mantener
la viabilidad de las semillas es importante recolectar semillas maduras, ya que su viabilidad es mas
alta durante su madurez fisioldgica, la cual va disminuyendo gradualmente (Copeland & McDonald,
2001; Pradhan et al., 2022).

En el transcurso de la coexistencia con hongos micorricicos, las semillas germinan y desarrollan
unas estructuras de plantulas Ilamadas protocormos. El protocormo esta disefiado para establecer
una asociacién simbidtica con un hongo compatible, permite la formacion de un meristemo apical

de brotes para el crecimiento de nuevas plantulas (Yeung, 2017).

En la germinacidn, las semillas atraviesan por distintas etapas morfoldgicas de crecimiento. Los
estadios de germinacion y desarrollo de protocormos son herramientas Gtiles que describen de
manera clara los cambios en las semillas durante su germinacion y formacion. Se han descrito cinco
estadios diferenciados de la siguiente manera: estadio 0, sin germinacion; 1, produccion de rizoides
(germinacion); 2, ruptura del tegumento por el embrion agrandado; 3, aparicion del promeristema
0 brote; 4, aparicion de la primera hoja desde el brote; y 5, elongacion de la hoja (Marx et al., 2020;
Yeung, 2017; Zettler & Hofer, 1998; Zhang et al., 2020), los cuales se detallan en el anexo 5.

Biologicamente, el lugar de entrada de las hifas puede influir en el establecimiento de la asociacién
micorricica. Las hifas suelen infectar en embriones inhibidos o protocormos en desarrollo por su
extremo basal a través del suspensor o células cercanas a este. Si la infeccion es exitosa, las hifas
fangicas se enrollan y forman pelotones en las células corticales. Posteriormente, los pelotones se
deterioran y colapsan para liberar nutrientes en las células de las orquideas. La capacidad de las
orquideas en la formacion y degradacion de los pelotones desempefia un papel fundamental en el
intercambio y absorcion de nutrientes para lograr una formacion exitosa de plantulas (Pujasatria et
al., 2020; Yeh et al., 2019; Yeung, 2017; Zhang et al., 2020).

Harrison (1977) sugiri6 que el grado de dependencia de las orquideas hacia los hongos varia, puesto
que esta interaccion se produce por la incapacidad de las orquideas para metabolizar las reservas de
nutrientes y no por un suministro insuficiente de estos. Se ha evidenciado que la transferencia de
nutrientes bidireccional ocurre en las orquideas adultas, mas no en las primeras etapas de desarrollo
(Yehetal., 2019). Durante la simbiosis, los hongos micorricicos reciben carbono como recompensa,
mientras que las semillas obtienen agua, nutrientes, minerales, azUcar, tiamina y acido folico de los

micobiontes fungicos para promover sus germinacion y desarrollo (Hoang et al., 2016). El
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intercambio de nutrientes minerales se da luego de que las orquideas desarrollen hojas verdes para
la fotosintesis (Fochi et al., 2017; Pujasatria et al., 2020).

La simbiosis entre la orquidea y el hongo micorricico, proporciona a las plantas asociadas una mejor
adquisicion de nutrientes, resistencia a patdgenos, tolerancia a metales pesados, ayuda en el
aumento de la retencion de humedad e influye en la estructura del suelo y en la multifuncionalidad
del ecosistema (Tarkka et al., 2018). Adicionalmente, el proceso de germinacion de sus semillas
también ha sido esencial para mantener su diversidad genética y la produccion de hibridos (Duran
et al., 2019; Nontachaiyapoom et al., 2010; Hoang et al., 2016).

El estudio de la germinacion simbidtica de las orquideas ha tomado auge, debido a los beneficios
que ofrece en ambitos de conservacion y comerciales, especialmente para especies cuyas
poblaciones silvestres estdn constantemente amenazadas. Este es el caso del género Cymbidium,
cuyo habitat ha sido dafiado y su area de distribucion se ha reducido drasticamente por la explotacion
excesiva de los humanos (Yang et al., 2021). Para la preservacion de Cymbidium sp., la germinacion
de semillas con hongos micorricicos se convierte en un método de bajo costo y por su enfoque, en

una alternativa beneficiosa para su adaptacién al medio.

El nombre Cymbidium se deriva de la palabra griega kymbes, que significa "en forma de barco”, lo
cual hace referencia al labio de la flor (Rogers, 1967; Soon, 2016). EI género Cymbidium se
distribuye en el Este de Asia desde la India hasta China y Japén. Comprende aproximadamente 64
especies, varias de ellas comercialmente populares por sus principios medicinales y ornamentales.
La planta se caracteriza por sus flores compuestas que exhiben una gama de colores muy amplia,
por ello se utilizan como flores cortadas y plantas en macetas en la floricultura de todo el mundo.
Se ha evidenciado que el género Cymbidium tiene un alto contenido fitoquimico. Ha sido utilizado
en la medicina tradicional por sus propiedades antiinflamatoria, anticonceptiva y antioxidante
(Axiotis et al., 2022; Noor & Taratima, 2021; Pant, 2013).

Las orquideas de este género comprenden epifitas, terrestres y litofitas y son poco comunes los
micotrofos sin hojas. Tienen rizomas cortos y pseudobulbos abarcados de distintas hojas, ya sean
duplicadas, convolutas, coriaceas blandas o carnosas y articuladas (Stern, 2014; Soon, 2016).
Cymbidium sp. pertenece a la clase Liliopsida, sus semillas tienen forma fusiforme cilindrica con
puntas en los extremos (Arditti & Ghani, 2000), presentan una coloracion transparente con

embriones color café cuando estdn inmaduros y verdes cuando estan maduros (Anexo 1). Son
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extremadamente pequefias, raramente superan los 2 mm de largo, carecen de endospermo (Tawaro

etal., 2008) y estan recubiertas por una testa formada por células muertas (Menchaca Garcia, 2011).

Se conoce que, en la asociacion entre la orquidea y la micorriza, los hongos que intervienen en esta
relacion pertenecen al género Rhizoctonia (Mosquera et al., 2010). Rhizoctonia es un grupo
heterogéneo de hongos filamentosos que no producen esporas sexuales y tienden a compartir
caracteres morfoldgicos generales como la formacidn de micelio y esclerocios de coloracion parda.
Muchos de estos organismos son patdgenos de importancia agricola, forestal y acuatica, a la vez
también existen hongos que pueden establecer relaciones simbioticas importantes con especies de
musgos y orquideas (Gonzalez, 2008). El género-forma Rhizoctonia durante su fase asexual
presenta un micelio incoloro estéril, que oscurece a medida que va madurando (Mosquera et al.,
2010). En cuanto a su fase sexual, los teleomorfos mas estudiados por su importancia fitopatolégica
son: Ceratobasidium, Tulasnella, Sebacina y Thanatephorus, los cuales se diferencian por presentar

estructuras reproductivas conformadas por basidiocarpos (Mosquera et al., 2010; Gonzélez, 2008).

Los Sebacinales son un orden de hongos pertenecientes a la clase Agaricomycetes, los cuales
incluyen especies de saprofitos, endéfitos de raiz y especies que tienen asociaciones micorricicas
(Weiss et al., 2004). Se conoce que estd familia de hongos forma ectomicorrizas con diversas
especies de orquideas, asi mismo incluye asociaciones tripartitas con orquideas mixotroficas y
clorofilicas (Suarez & Kottke, 2016; Weiss et al., 2004).

Ceratobasidiales ha sido ubicado en el orden Cantharellales, un linaje basal perteneciente a
Agaricomycotina, que incluye saprofitos o biotrofos mutualistas y que posee un amplio rango de
nichos ecologicos (Dearnaley et al., 2012; Suarez & Kottke, 2016). Ceratobasidium vy
Thanatephorus, junto con sus anamorfos de Rhizoctonia, forman un grupo de hongos estrechamente
relacionados en la familia Ceratobasidiaceae (Gonzalez et al., 2016). La familia Ceratobasidiaceae
se caracteriza por poseer un micelio binucleado, tienen una fructificacion delgada y articulada que
consiste principalmente en hifas que forman redes superficiales en un angulo amplio. Posee
esterigmas subcilindricos ocasionalmente bifurcados, tienen basidiosporas lisas y repetitivas
(Talbot, 1965; Sneh et al., 1996).

Se haidentificado a Ceratobasidium, Tulasnellay Sebacina como los principales grupos que forman
micorrizas con las orquideas autétrofas epifitas y terrestres (Hoang et al., 2016; Kottke et al. 2010,
2013; Otero et al. 2002; Otero et al. 2007; Suérez et al. 2006, 2008, 2016). Particularmente, en
especies de Cymbidium se ha encontrado que los principales hongos micorrizicos asociados a estas
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pertenecen comdnmente a los grupos Tulasnellaceae, Ceratobasidiaceae, Sebacinales, Russulaceae,
Thelephoraceae, y Clavulinaceae (Hossain et al., 2013; Ogura et al., 2012; Sathiyadash et al., 2020;
Wu et al., 2010).

En estudios previos se han aislados hongos micorricicos de raices de orquideas nativas Trichoceros
anteniferum y Epidendrum sp., recolectadas en distintos niveles altitudinales en los Andes del Sur
del Ecuador. Los hongos aislados, Ceratobasidium sp. y Sebacina vermifera, han demostrado su
capacidad para germinar semillas de orquideas nativas de los Andes. Con estos antecedentes, esta
investigacion tuvo como objetivo determinar si estos hongos son capaces de promover la
germinacion y desarrollo temprano in vitro de una orquidea del género Cymbidium, nativa del
continente asiatico. Los resultados aportan informacion relevante para comprender la especificidad

de las relaciones hongo micorricico-orquidea.



