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Resumen

Urcelay, C., R. Pasquini, S. Canovas & V. Liébana. 2005. Colonizacién micorricica en tres especies
de Orquideas nativas de las Sierras de Cdordoba, Argentina. Kurtziana 31 (1-2): 51-57.

Se estudiaron las raices de Cyclopogon elatus, Habenaria hexaptera y Pelexia bonariensis con el
objetivo de investigar la presencia de simbiontes fingicos radicales en individuos adultos. Todos los
individuos de las tres especies estudiadas presentaron colonizacidn micorricica orquidoide perte-
neciente al tipo tolipofagico. Ademas, se observaron células moniliformes en las raices de dos in-
dividuos de H. hexaptera, que previamente habian sido observadas s6lo en cultivos axénicos. La
presente contribucion constituye el primer trabajo donde se cita 'y describe en detalle la coloniza-
cion de los simbiontes flingicos presentes en las raices de Orquideas nativas en Argentina.

Palabras clave: Cyclopogon elatus, Habenaria hexaptera, Pelexia bonariensis, micorrizas

orquidoides, tolipofagia.

Abstract

Urcelay, C., R. Pasquini, S. Canovas & V. Liébana. 2005. Mycorrhizal colonization in three native
orchids from Cérdoba mountains, Argentina. Kurtziana 31 (1-2): 51-57.

The roots of Cyclopogon elatus, Habenaria hexaptera and Pelexia bonariensis were examined in
order to elucidate the presence of fungal root symbionts in adult plants. All the individuals of the
three species showed orchid mycorrhizal colonization belonging to the histological type known as
tolypophagy. In addition, two individuals of H. hexaptera roots showed moniliform fungal cells,
which have only been previously observed in axenic cultures. This is the first report and detailed
description of fungal symbionts colonization in roots of orchid species in Argentina.

Key words: Cyclopogon elatus, Habenaria hexaptera, Pelexia bonariensis, orchid mycorrhizas,

tolypophagy.

Introduccion

Las Orquidaceas constituyen una de las
familias de plantas mas numerosas, con aproxi-
madamente 20.000 especies (Dressler, 1993). Una
de las caracteristicas mas importantes de esta
familia es que poseen semillas muy pequefias,

sin reserva y embrion no diferenciado que no se
desarrolla si no es colonizado por hifas de hon-
gos pertenecientes al Phylum Basidiomycota.
Estos hongos pueden estar involucrados en la
transferencia de hidratos de carbono (que pro-
vienen de la materia organica o de una planta
clordfila) y nutrientes necesarios para su
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germinacion y desarrollo en el estadio de plantula
(Leake, 1994; Smith & Read, 1997). En estado
adulto, la relacion entre la planta y el hongo con-
tinda en las raices que son colonizadas o
infectadas por las hifas flngicas y es amplia-
mente conocida como micorriza orquidoide. En
las especies aclordfilas la relacion es obligatoria
durante todo el ciclo de vida de la planta (Leake,
1994) mientras que en las autdtrofas la naturale-
za del beneficio proporcionado por los simbiontes
fungicos a la planta adulta no se conoce con
certeza (Smith & Read, 1997; Rasmussen, 2002).
Al observar las estructuras fungicas en el siste-
ma radical se pueden reconocer dos tipos
histologicos de colonizacién: tolipofagia
(tolypophagy, sensu Rasmussen, 1995), que cons-
tituye el mas distribuido y ptiofagia (ptyophagy,
sensu Rasmussen, 1995) conocida hasta el mo-
mento en numerosas especies del género
Gastrodia R. Br. y en Lecanorchis javanica BI.

Ptiofagia es un tipo aparentemente raro fue-
ra de los tropicos y ha recibido menor atencién
que la tolipofagia; se caracteriza por la defor-
macion y lisis de los apices de las hifas
intracelulares donde se presume que ocurre la
liberacion del contenido celular fingico dentro
de la célula de la planta. En el caso de la
tolipofagia, el endofito fungico forma
enrolamientos hifales bien definidos, conocidos
como pelotones o rulos, en la célula infectada
antes de que la lisis tenga lugar. Cuando se
produce la lisis del pelotdn, es cuando se pro-
duciria la transferencia de los nutrientes. La
tolipofagia se caracteriza por la proliferacion de
rulos en las células radicales de un determina-
do sector de la raiz, seguidos por la lisis de las
hifas que forman los rulos que da lugar a es-
tructuras amorfas; luego, las células vegetales
son reinfectadas (Rasmussen, 1995). La coloni-
zacion se desarrolla principalmente en las raices
y en menor medida en tubérculos o
tuberosidades radicales (Smith & Read, 1997).

A pesar de que la familia Orchidaceae esta
incluida en el apéndice Il y numerosas especies
en el apéndice | de CITES (Convention on
international trade in endangered species: http://
www.cites.org/eng/append/1&I1_0700.shtml) y de
la importancia que tiene la micotrofia en la biolo-
gia de este grupo de plantas, no existen estudios

relacionados con los simbiontes flngicos pre-
sentes en raices de Orquideas nativas de nuestro
pais (Urcelay & Dominguez, 2002).

En el presente trabajo se estudid el sistema
radical de Cyclopogon elatus (Sw.) Schltr.,
Habenaria hexaptera Lindl. y Pelexia
bonariensis (Lindl.) Schltr. todas nativas y ade-
méas presentes en las Sierras de Cdrdoba
(Cocucci, 1954). Los objetivos fueron determinar
en qué partes del sistema radical se presentan
las estructuras fungicas, describirlas y determi-
nar el tipo histoldgico al que pertenecen.

Material y Métodos
Area de estudio

El sitio de estudio se encuentra en el esta-
blecimiento “Hayke” km 50, ruta Provincial n°
14, Dpto. Punilla, Provincia de Cordoba, en el
piso de un bosque de Pinus spp., Distrito
Chaquefio Serrano de las Sierras Grandes de
Cordoba (Luti et al., 1979). El area de estudio
estd ubicada a 880 m.s.m. y la precipitacion me-
dia anual es de 720 mm, concentrada
principalmente en el verano. El invierno es rela-
tivamente frio, con temperaturas medias anuales
de 14,55° C (de Fina, 1992).

La recoleccidn del material de estudio se rea-
liz6 en otofio (7 de abril de 2002) ya que en
regiones con clima estacional como el del area
de estudio, la micotrofia depende de la provi-
sion de materia organica en el suelo que alcanza
un desarrollo éptimo en otofio con la caida de
las hojas (Rasmussen, 1995). EI material se con-
servd en heladera a 4° C hasta su procesamiento.

Material estudiado

Se estudiaron tres especies de Orquideas
nativas autétrofas adultas en estado vegetativo
(Cocucci, 1954):

Cyclopogon elatus (12 individuos):

En nuestra provincia se distribuye en las
Sierras Chicas y en regiones aledafias. Son hier-
bas terrestres, perennes, con raices tuberosas,
carnosas (Fig. 1 A).
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Habenaria hexaptera (12 individuos):

Es una especie argentina descripta origina-
riamente para las Sierras Grandes de Cérdoba.
Son hierbas terrestres, perennes, con
tuberosidades radicales subterraneas y raices
largas y carnosas (Fig. 1 B).

Pelexia bonariensis (2 individuos):

Es la Unica representante del género que ha-
bita en la provincia de Coérdoba. Son hierbas
terrestres, perennes, con raices tuberosas, car-
nosas, unidas a un corto rizoma (Fig. 1 C).

Métodos de clarificacién y tincion.- En
Cyclopogon elatus se realizaron cortes trans-
versales en la zona proximal y distal de las raices
tuberosas. En Habenaria hexaptera los cortes
fueron efectuados transversalmente en el tubér-
culo y en forma longitudinal por las raices
largas. Los cortes por la raiz tuberosa de Pelexia
bonariensis fueron realizados en forma trans-
versal en la zona proximal, media y distal.

Durante la semana de haber sido recolecta-
das, las raices y tubérculos radicales fueron
separados del suelo adherido y lavados. La cla-
rificacion se realizé con una solucion de
hidréxido de potasio al 20%, acidificado con aci-
do clorhidrico al 10% y tefiido con una solucion
de &cido lactico y azul de anilina al 0,05%, se-
gun el método de Grace & Stribley (1991).

Los cortes de las raices tefiidas fueron mon-
tados en alcohol polivinilico (Omar et al., 1979)
y observados usando microscopio éptico
Kyowa, usando objetivos estandar (x10-x40-
x100). Las fotografias fueron tomadas usando
un microscopio Axiophot Zeiss con objetivos
de contraste de interferencia diferencial.

Cortes vegetales de referencia fueron
herborizados y depositados en el Herbario del
Museo Botanico de la Facultad de Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales de la Universidad
Nacional de Cordoba (CORD).

Resultados

Las tres especies estudiadas presentaron
colonizaciéon micorricica orquidoide del tipo
histolégico tolipofagico. En Cyclopogon elatus

Fig. 1.- Esquema del sistema radical de: A:
Cyclopogon elatus; B: Habenaria haxaptera; C: Pelexia
bonariensis. Abreviaturas: rt, rafces tuberosas; tr,
tuberosidades radicales; rc, raices carnosas.

se observd la presencia de pelotones tefiidos,
distribuidos homogéneamente (Fig. 2 A) o ubi-
cados en determinados sectores del cortex.
Estos pelotones se observaron en su gran ma-
yoria digeridos en forma de un contenido
intracelular amorfo y, unos pocos, presenta-
ron hifas con septos simples de 2,8-3 mm de
didmetro. En el velamen se observaron hifas
tefiidas con paredes delgadas o castafias con
paredes engrosadas, con septos simples,
ramificadas de 1,2-6,4 mm de diametro, en al-
gunos casos penetrando a la raiz por pelos
radicales.

Las tuberosidades radicales de Habenaria
hexaptera presentaron pelotones hifales en es-
tadios finales de digestion, formando masas
teflidas amorfas e irregulares distribuidas en la
corteza. En algunos individuos se observaron
hifas fibuladas intensamente tefiidas con pare-
des engrosadas de 4,8-6,4 mm de didmetro.
También se observaron hifas castafias con
septos simples y paredes engrosadas de 6,4-9,7
mm de didmetro. Dos de los individuos estudia-
dos mostraron hifas moniliformes de 9,7-11,2 mm
de diametro penetrando las células de la corte-
za. En la periferia del tubérculo se vieron hifas
fibuladas de 3,6-6,1 mm de didmetro atravesan-



54  Tomo 31 (1-2): 51-57. 2005

do el velamen entre las células, que en algunos
extremos de su recorrido mostraron septos sim-
ples y formaron esclerocios.

En la raiz carnosa de Habenaria hexaptera
se encontraron hifas flngicas formando pelo-
tones o rulos en la corteza (Fig. 2 B). Se
observaron dos tipos de hifas involucradas en
estas estructuras: 1) Hifas con septos simples,
cuyo diametro oscila entre 2,4-4,8 um, que for-
man pelotones y se tifien de color azul claro.
Este tipo hifal puede dar lugar a células globosas
moniliformes, de 5,5-11,0 um de diametro y co-
loracion mas clara que la hifa que le dio origen.
(Fig. 2 C). 2) Hifas fibuladas de 2,4-3,6 pm de
didmetro que se tifieron intensamente. Los pe-
lotones formados por este tipo hifal presentan
también una coloracién mas intensa. La locali-
zacion de los pelotones en la corteza no siguio
un patron definido y varié de un individuo a
otro. En ocasiones se concentraron en uno de
los lados de la raiz, en la corteza radical, entre el
sistema vascular y el velamen, o se localizaron
en la region proximal y distal de la raiz, estando
ausentes en la zona central; en otras se obser-
vO toda la corteza colonizada. En un mismo
individuo los pelotones se encontraron en dis-
tintos estadios de desarrollo, desde jovenes
intensamente tefiidos y compactos, a viejos for-
mando estructuras laxas, desorganizadas, de
coloracion mas clara; también el grado de di-
gestion varié en los distintos individuos.
Ademas se encontraron, en menor proporcion,
hifas de color castafio con septos simples de
2,7-5,5 um de diametro que, en ocasiones, origi-
naron esclerocios en la corteza.

En las raices tuberosas de Pelexia
bonaeriensis los pelotones se encontraron con-
centrados hacia la periferia y pudieron apreciarse
hifas con septos simples intensamente tefiidas.
Tanto en el sector proximal como en el distal de
la raiz se observaron pelotones en diferentes
estados de digestion, donde los pelotones jo-
venes se encuentran por fuera de los pelotones
en vias de digestion (Fig. 2 D). Las hifas que
forman los pelotones se tifieron intensamente;
las que interconectan pelotones jovenes tienen
un diam. de 2,4 y 4,8 um y presentan
constricciones cuando pasan de una célula a
otra (Fig. 2 E). Cuando los pelotones se encon-
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traron en estado de digestién o degradacion no
se observaron las hifas que interconectan las
células radicales (Fig. 2 F). Por otro lado, se
observaron hifas con septos fibulados, de 2,8 y
5,5 um de diametro, entre las células del vela-
men que no formaron ninguna estructura, ni
penetraron a la raiz més alla del mismo. En oca-
siones se las observd penetrando a la raiz a
través de pelos radicales.

Discusion

En el presente trabajo se describen las es-
tructuras fungicas presentes en el sistema
radical de especies nativas de Orquideas y
constituye el primer estudio realizado en nues-
tro pais relacionado a las micorrizas
orquidoides. Las tres especies mostraron una
colonizacidn del tipo histoldgico tolipofagico
que es el més distribuido en la familia
Orchidaceae (Rasmussen, 1995).

Segun Harley (1959) las Orquideas
autotrofas adultas presentan baja colonizacion
fangica, sin embargo, nuestras observaciones
revelan que la mayoria de los individuos de las
tres especies estudiadas estan intensamente co-
lonizadas. Las hifas en el velamen, que no
penetran mas alla de éste y no llegan a formar
ningln tipo de estructura micorricica en el sis-
tema radical, pertenecerian a hongos saprofitos
que no participan de ninguna asociacidn
simbidtica.

Las especies estudiadas mostraron diferen-
cias en el desarrollo de las estructuras
micorricicas presentes en la corteza radical. En
las tres especies se observaron pelotones en
estado de digestion avanzado, pero en H.
hexaptera y P. bonariensis también se obser-
varon pelotones en desarrollo. Estas
observaciones sugieren que la actividad del
micelio fungico no sélo dependeria de la canti-
dad de materia organica en el suelo
(Rasmussen, 1995), sino también de la fenologia
y estado fisioldgico de la planta hospedante.

En H. hexaptera la colonizacion en los tubér-
culos es aparentemente menor que en las raices
largas y solo se aprecian pelotones muy digeri-
dos en los mismos; esto ha sido observado
previamente en otras especies (Smith & Read,
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Fig. 2.- Estructuras fungicas en el sistema radical. A: corte transversal de tuberosidad radical de C.
elatus; B: corte longitudinal de raiz carnosa de H. hexaptera; C: corte longitudinal de raiz carnosa de H.
hexaptera; D: corte transversal de tuberosidad radical de P. bonariensis; E: corte transversal de tuberosidad
radical de P. bonariensis. Detalle de un peloton maduro. La flecha sefiala la constriccion de la hifa fungica al
pasar de una célula radical a otra; F: corte transversal de tuberosidad radical de P. bonariensis. Detalle de D.
Abreviaturas: crc, corteza radical colonizada por simbiontes fungicos; v, velamen; pf, peloton hifal en
formacion; f, fibula hifal; cm, células hifales moniliformes; cv, células del velamen; pm, pelotdn maduro; pd,
pelotdén en degradacidn; pm, peloton maduro; pd, pelotones en degradacion. Escalas: A =250 um, By C =8

um, D =80 pm, E = 12,5 pym, F = 25 pm.

1997) y podria estar relacionado a que las raices
largas estarian mas involucradas en la absorcion
de nutrientes que las raices tuberosas. La pre-
sencia de pelotones en diferentes estados de
desarrollo, principalmente jévenes, observados
en H. hexaptera y P. bonariensis sugieren una

activa interaccién entre los simbiontes fangicos
y las plantas en esta época del afio. La
heterogénea distribucion de las estructuras
micorricicas en diferentes sectores del sistema
radical es una caracteristica observada en otras
especies de Orquideas (Harley, 1959).



56 Tomo 31 (1-2): 51-57. 2005

KURTZIANA

En las tres especies se observaron hifas
flngicas con septos simples pero en H.
hexaptera se observaron, ademas, hifas con
septos fibulados tefiidos intensamente, lo que
indicaria la presencia de mas de una especie
fungica involucrada en la simbiosis micorricica.
En H. hexaptera también se observaron células
hifales moniliformes en ambos tipos de raices.
Estas estructuras son tipicas del complejo
anamorfico Rhizoctonia que han sido general-
mente observadas en cultivos axénicos del
anamorfo fangico (Tu & Kimbrough, 1975;
Currah etal., 1987; Salmia, 1988; Zelmer & Currah,
1995). Hasta nuestro conocimiento es la primera
vez que se observan estas estructuras en raices
recolectadas a campo. Las simbiontes flingicos
pertenecientes al género Rhizoctonia han sido
citados en numerosas especies de Orquideas
(Harley, 1959; Warcup & Talbot, 1966, 1967, 1971,
1980; Selosse et al., 2002). En el area de estudio
la presencia de estructuras pertenecientes al tipo
Rhizoctonia ha sido previamente observada en
Gaultheria poeppiggi DC., Ericaceae (Urcelay,
2002) pero su funcion no es conocida.

La funcidn de los simbiontes micorricicos
en raices de Orquideas cloréfilas adultas no
ha sido claramente determinada (Smith & Read,
1997). En algunos casos se la ha relacionado a
la obtencion de nitrégeno y fosforo (Alexander
& Hadley, 1983, 1984). Debido a que el siste-
ma radical de las especies estudiadas
comprende raices tuberosas y raices gruesas
con escasa capacidad de explorar los intersti-
cios del suelo, cabe especular sobre el posible
rol de los simbiontes flngicos en la obtencién
de nutrientes. En este sentido, el estudio de la
colonizacidn a lo largo de la ontogenia de la
planta y en diferentes estaciones podria ser
una primera aproximacion debido a que las di-
ferentes demandas nutricionales que tienen las
plantas varian de acuerdo a la etapa del creci-
miento y la fenologia. Ademas, seria deseable
determinar con precision la identidad de las es-
pecies flngicas involucradas (por €j. a través
de técnicas moleculares) para comprender las
posibles relaciones filogenéticas y evolutivas
entre los simbiontes fingicos que colonizan las
Orquideas nativas.
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