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RESUMEN

Las orquideas se encuentran ampliamente distribuidas en los trépicos, adquiriendo su cultivo un doble significado, pues ademas de
servir de ornamento al entorno, su comercializaciéon puede constituir un renglén importante en nuestra economia. Los experimentos
se desarrollaron con el objetivo de caracterizar la biota fungica de raices de orquideas y estudiar la micorrizacion de plantas ex vitro.
De los aislamientos se seleccionaron 25 cepas pertenecientes a la microflora de raices de Cattleya sp., Encyclia belizensis y Onci-
diun sphacelatum, las que se encuentran identificadas hasta género, predominando el género Fusarium. Se observé que la inocula-
cién con hongos micorrizicos del tipo orquideal (Rhizoctonia solani cepas C96/45 y C96/48) produjo un efecto positivo sobre el es-
tablecimiento y desarrollo de las plantulas, obteniendo incrementos de 19.44 y 97.82 % de masa seca foliar y, 52.61 y 57.5 % de
masa seca radical, respectivamente, destacandose la cepa C96/48.

PALABRAS CLAVES: Vitroplantas, Orchidaceae, Rhizoctonia solani.

ISOLATION, CHARACTERIZATION AND INOCULATION OF ORCHID ENDOMYCORRHIZAS
IN SPECIES OF ORCHIDS

SUMMARY

Orchids are found in may tropical places. Their production has a double importance: as an ornament and as an important economic
resource. The purpose of this study was to characterize the fungal population in orchid roots and study the ex vitro plant mycorrhiza-
tion. Of the isolations we selected 25 strains of Catleya sp., Encyclia belizensis, and Oncidium sphacelatum from roots. Fusarium
was found to be the most common genera present. Inoculation with orchid mycorrhizal fungi (Rhizoctonia solani strain C96/45 and
C96/48) produced a positive effect on the establishment and development of plantlets with 19.44 and 97.82% dry leaf mass and
52.61 and 57.5% dry root mass, respectively. The strain C96/48 was the best.
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INTRODUCCION

La orquidea es una flor de elevado atractivo comercial
gue resume belleza, encanto y fragancia. En Cuba se ha
encontrado gran diversidad de orquideas ampliamente
distribuidas, con caprichosas formas y colores; pudiendo
convertirse en un importante renglén comercial.

La propagacion de orquideas de forma comercial se ve
limitada por poseer diminutas semillas con un embrion
simple carente de endospermo, lo que la hace de dificil
germinacioén y sobrevivencia, si no se encuentra un hongo
micorrizico compatible el cual se encarga de suministrarle

los carbohidratos y nutrimentos esenciales, aldn hasta
después de haber formado sus primeras hojas verdes
(Richardson et al., 1992), mientras que la micropropaga-
cién o produccion in vitro de orquideas nos permite la ob-
tencion masiva de plantulas a partir de semillas o yemas.

Los hongos que forman micorrizas con orquideas, ge-
neralmente son saprofitos independientes o parasitos
destructores de otros cultivos, representados principal-
mente por el género Rhizoctonia (Smith, 1963, citado por
Oria, 1996; Rasmussen, 1992), lo que evidencia la estre-
cha especificidad que se establece en esta relacion.
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Por estas razones, es importante la blsqueda de tec-
nologias que aseguren una producciéon estable de plan-
tas, tanto de forma artificial debido a su lenta propaga-
cion, como de forma natural, aportdndole todas las con-
diciones de crecimiento necesarias, donde el estableci-
miento de los biofertilizantes juega un factor importante
en la obtencién de plantas vigorosas.

Teniendo en cuenta los aspectos antes mencionados,
se propuso, realizar el aislamiento y caracterizacion,
hasta género, de la microbiota fungica asociada a raices
de orquideas y el estudio de la micorrizacién de plantas
ex vitro.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de hongos asociados a las raices de
orquideas

Toma de muestras y aislamientos

Se seleccionaron localidades ubicadas en la provincia
de La Habana, Cuba y en el estado de Quintana Roo, Mé-
xico, tomandose muestras de raices de orquideas adultas,
en los meses de febrero a junio, de las especies siguientes:

Localidad Especies de orquideas muestreadas.

1.- Prov. La Habana, Cuba

Puente Bacunayagua Cattleya sp.

2.- Estado de Quintana Roo,
México . . .
Encyclia belizensis

Akumal L
Oncidium sphacelatum

Valle Hermoso

Se pesaron muestras de 1 g de raices que fueron ma-
ceradas con 2 ml de agua destilada estéril, en cuarto de
cultivo. Del extracto obtenido se tom6 1 ml para realizar
diluciones seriadas (Harrigan y Mc Cance, 1968, citados
por Martinez et al. (1981) y asi obtener colonias aisladas,
se inocularon en cajas Petri que contenian el medio PDA
(papas, 250 g-litro™; dextrosa, 20 g-litro™; agar, 20 g-litro™)
y el medio Czapeck (NaNOs, 2 g-litro™; KCI, 0.5 glitro™;
MgSO, heptahidratado, 0.5 g-litro™; FeSO,, 0.01 g-litro™;
sacarosa, 30 g-litro™; agar, 12 g-litro™), ajustados a pH 5.6
y 6.8, respectivamente; esterilizados a 121°C durante 15
min. La inoculacion se realiz6 mediante el método de di-
seminacién con espéatula de Drigalsky estéril; aplicando
0.1 ml de las diluciones.

Todas las cajas Petri fueron incubadas a 29°C, durante
un periodo no menor de 48 h a partir de las cuales se ais-
laron y depuraron las colonias que presentaron caracteris-
ticas morfolGgicas diferentes; las cepas asi obtenidas fue-
ron conservadas sobre ambos medios a 4°C.

Aislamiento, caracterizacion e...

Caracterizacion e identificacion

Las cepas obtenidas fueron sembradas en cajas Petri
con los medios PDA y Czapeck, incubandose a 29°C
durante 48 h; se realizaron ademas microcultivos por el
método de Riddel (Martinez et al., 1981).

Para la identificacion se consultaron los manuales
clasicos para hongos (Barnett, 1962; Gilman, 1963).

Inoculacion de plantas ex vitro de orquideas, Ency-
clia sp. con endomicorrizas orquideales

El experimento se desarrollo en el Instituto Nacional
de Ciencias Agricolas (INCA), ubicado en el municipio de
San José de las Lajas de la provincia La Habana, Cuba,
bajo condiciones semicontroladas, en el periodo com-
prendido de marzo a mayo de 1996.

Las plantas in vitro de orquideas pertenecientes a la
especie Encyclia sp. fueron obtenidas por el Departa-
mento de Genética y Mejoramiento del INCA, empleando
el medio Knudson (Knudson, 1922, citado por Oria,
1996). Plantulas que poseian de dos a tres meses de
desarrollo fueron seleccionadas segun su talla, teniéndo-
se en cuenta el numero y largo de las hojas, y la masa
total podandosele las raices para su transplante a condi-
ciones de adaptacion.

Como hongos endomicorrizicos se emplearon las ce-
pas de Rhizoctonia solani C96/45 y C96/48 aisladas de
Phaseolus vulgaris y Cicer arietinum, repectivamente, las
gue fueron donadas por el cepario del INIFAT, Cuba.

Para la preparacion del inéculo los hongos micorrizi-
cos fueron sembrados en medio PDA en plano inclinado,
incubandose a 29°C durante 48 h. El micelio fue separa-
do con asa de platino y agua destilada estéril.

La inoculacién de las plantas ex vitro se realizé me-
diante la metodologia de recubrimiento con in6culo mico-
rrizico la cual se aplico en la zona radical, segin metodo-
logia descrita por Fernandez et al. (1996).

Las plantulas inoculadas se sembraron en macetas
plasticas, el sustrato lo constituyé una mezcla de cacha-
za, carbdn vegetal y zeolita en una proporcion de 1:1:1.

El muestreo se realizo a los 60 dias de transplanta-
das, evaluandose la altura, el largo radical, el nimero de
hojas, raices nuevas e hijuelos y las masas frescas (MF)
y secas (MS) foliares y radicales. Se calcularon los in-
crementos para todas las variables comparando los tra-
tamientos inoculados con el testigo sin inocular.

Se utilizd un disefio completamente aleatorizado con
cuatro observaciones; los datos fueron analizados por el



andlisis de varianza de clasificacion simple y las medias
comparadas por la prueba de rango mdltiple de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de hongos asociados a las raices de
orquideas.

De las tres especies de orquideas del muestreo, Cat-
tleya sp., Encyclia belizensis y Oncidiun sphacelatum, se
aislaron un total de catorce, cinco y seis representantes
de los taxones (Cuadro 1).

CUADRO 1. Distribucién de los taxones aislados en las diferentes
especies de orquideas estudiadas.

Especies Asper- Fusa- Clados  Tri- Penici- Acre- Myce-
Orquideas gillus  rium po- cho- Ilium monium lia
rium  derma sterilia
Cattleya sp. 1 6 1 2 3 1 0
Encyclia 2 1 0 1 0 1 1
belizensis
Oncidium 0 0 1 0 1 0 3
sphacela-

tum

El género mas representado fue Fusarium con un
28% de aparicion.

En cuanto a las especies de orquideas, en Cattleya
sp. se presentd una mayor frecuencia de aparicion de
estos hongos, pues estuvieron presentes seis de los
géneros identificados, aunque no hubo representacion de
Mycelia sterilia, que si aparecié en Oncidium y Encyclia .
Este es un taxén importante ya que a él pertenecen los
géneros flngicos que se reportan como endomicorrizas
orquideales, los que no han podido ser caracterizados
por no contarse con las claves correspondientes.

Todo parece indicar que hay una especificidad bas-
tante alta, en cuanto a su asociacién con la micobiota, en
las especies Encyclia y fundamentalmente Oncidium con
sélo tres taxones representados.

Inoculacion de plantas ex vitro de orquideas,
Encyclia sp. con endomicorrizas orquideales

La inoculaciéon con hongos endomicorrizicos del tipo
orquideal, produjo de forma general un efecto positivo
sobre el desarrollo de las plantas ex vitro de orquideas.

Al analizar la altura de la planta (Figura 1) encontramos
gue ambas cepas superan de forma significativa, sin diferir
entre ellas, al testigo sin inocular, obteniéndose un 75.51
(C96/45) y 74.07% (C96/48) de incrementos; mientras que
en la longitud radical no se observaron diferencias signifi-
cativas entre los tratamientos estudiados.
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El Cuadro 2 muestra los valores obtenidos de ndmero
de hojas y raices nuevas, donde se observaron diferen-
cias significativas entre los tratamientos. Con respecto al
namero de hojas, la cepa de Rhizoctonia solani C96/48
logré superar tanto al testigo como al tratamiento inocu-
lado con la cepa C96/45, con un incremento de 70%. Con
relacién al nimero de raices nuevas, ambas cepas in-
crementaron esta variable en 133.33 (C96/45) y 266.66%
(C96/48). Ambas son caracteristicas importantes al eva-
luar la adaptacién de plantas ex vitro de orquideas, tén-
gase en cuenta que la especie estudiada tiene un bajo
ndmero de hojas. Para el nimero de hijos no se encontro
diferencias significativas.
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Figura 1. Altura de planta y longitud radical de plantas ex vitro de
orquideas inoculadas con Rhizoctonia solani y el testigo.

CUADRO 2. Nimero de hojas, raices nuevas e hijos obtenidos en
plantas ex vitro de orquideas (Encyclia sp.) inocula-
das con dos cepas de Rhizoctonia solani (C96/45 y
C96/48) y sin inocular.

Tratamientos Hojas Raices Nuevas Hijos
Testigo 2.50 b* 1.50¢ 0.50
Rhizoctonia solani C96/45 3.50 ab 3.50b 1.25
Rhizoctonia solani C96/48 425a 5,50 a 0.75
ES x: 0.36 * 0.50 ** 0.35"

“Valores con la misma letra dentro de columnas son iguales de acuerdo
a la prueba de Duncan a una P<0.05.

NS % % No signficativa, significativa y altamente significativa a una
P<0.05 y 0.01, respectivamente.

Al analizar las masas frescas (MF) obtenidas (Figura
2), encontramos de igual forma diferencias entre los tra-
tamientos. El tratamiento correspondiente a la cepa
C96/48 logro superar en MF foliar al testigo e incluso al
inoculado con la cepa C96/45, produciendo incrementos
de 71.09%, mientras que la cepa C96/45 solo obtiene
18.85%. Si se tiene en cuenta que con respecto al nime-
ro de hojas, ambas cepas no difieren significativamente,
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podria entonces inferirse que este comportamiento de las
MF foliares, seria producto del incremento del area foliar,
variable que no fue evaluada en el presente trabajo.
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Figura 2. Masa fresca obtenidas de plantas ex vitro de orquideas
inoculadas con Rhizoctonia solani y el testigo.

Con respecto a las MF radicales ambas cepas mos-
traron igual comportamiento, superando al testigo sin
inocular, con 65.14 (C96/45) y 68.56 % (C96/48) de in-
crementos; resultando aparentemente contradictorio si se
analizan los valores de longitud radical, lo que demues-
tran que la evaluacion de biomasa es una variable méas
confiable para evaluar el desarrollo vegetal ya que la
determinacion de longitudes no tiene en cuenta el area y
biomasa producida.

La Figura 3 muestra las masas secas (MS) de los di-
ferentes tratamientos donde se observa un comporta-
miento similar al obtenido por las MF, con incrementos de
19.44 (C96/45) y 97.82 % (C96/48) de MS foliar y, 52.61
(96/45) y 57.51 % (96/48) de MS radical.

Masuhara y Katsura (1994) al inocular Spiranthes si-
nensis con Rhizoctonia solani, aislada de una fuente no
micorrizica, obtuvo resultados positivos en cuanto a la
produccidon de hojas nuevas, incrementando de tres a
seis hojas después de tres meses de crecimiento; con-
cluyendo que los hongos aislados de otras fuentes tienen
el mismo efecto que los provenientes de orquideas.

CONCLUSIONES

La especie Cattleya sp. tiene una mayor representa-
cién de géneros flngicos en la micobiota asociada a su
rizosfera; predominando el género Fusarium.

La inoculacién, mediante el método de recubrimiento, con

hongos endomicorrizico del tipo orquideal produjo un efecto
positivo sobre el desarrollo de las plantas ex vitro de orquideas.

Aislamiento, caracterizacion e...

Con la cepa de Rhizoctonia solani C96/48, de forma
general, se obtuvieron los mejores resultados.
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Figura 3: Masa seca obtenidas de plantas ex vitro de orquideas
inoculadas con Rhizoctonia solani y el testigo.
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