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Resumen

La formacion de micorrizas esta influenciada por factores abidticos, asi como también
por factores bidticos como la competencia entre hongos micorricicos. El resultado de
estas interacciones podria estar relacionado con las diferencias en los patrones de
asignacion de recursos por parte de los hongos a actividades como la competencia,
crecimiento o colonizacion de la planta. Un buen modelo de estudio son las micorrizas
de orquideas, ya que su formaciéon depende de la asociacion simbiotica obligada entre
un hongo micorricico compatible y la semilla, fendmeno conocido como germinacion
simbidtica. Los hongos micorricicos de orquideas del género Ceratobasidium tienen
preferencias nutricionales por lo que la capacidad para competir por los recursos podria
implicar un compromiso con la capacidad para germinar semillas. En este estudio se
evaluo la existencia de una relacion entre la capacidad germinadora y la capacidad
competitiva de seis hongos del género Ceratobasidium aislados de poblaciones de
Bipinnula fimbriata y Bipinnula plumosa, asi como también el efecto de la competencia
sobre la germinacion simbiotica de B. fimbriata. Los resultados revelaron que aquellos
hongos con capacidad competitiva media se asociaron a mayores porcentajes de
germinacion y aquellos hongos con valores altos en la capacidad competitiva se
asociaron a bajos porcentajes de germinacion. Por otra parte, el efecto de la
competencia sobre la germinacion se asocié a la identidad del hongo germinador,
competidor y al avance de la competencia. Esto indica que los hongos pueden ser a la
vez buenos germinadores y malos competidores, sin embargo, la presencia de otro
hongo puede modular el resultado de esta interaccion. Lo cual podria estar relacionado
con la existencia de nichos duales y una diversidad funcional de hongos micorricicos de

orquideas que ha sido poco explorada. Este estudio aporta por primera vez, desde un



enfoque experimental, informacién sobre los factores bidticos que afectan la formacién
de micorrizas de orquideas, siendo util para la incorporacion a los programas de

conservacion de orquideas.
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Abstract

Mycorrhizal associations are influenced by abiotic factors, as well as biotic factors such
as competition among mycorrhizal fungi. The outcome of these interactions could be
related to differences among fungi in resource allocation patterns to activities such as
competition, growth or plant colonization. An appropiate model of study are orchid
mycorrhiza, since their formation depends on an obligate symbiotic interaction between
a compatible mycorrhizal fungi with the seed, a phenomenon known as symbiotic
germination. Orchid mycorrhizal fungi of the genus Ceratobasidium have different
nutritional preferences, hence the ability to compete for resources could imply a trade-off
with the ability to germinate seeds. This study examined the existence of a relationship
between the germinating ability and the competitive ability of six fungi of the genus
Ceratobasidium isolated from populations of Bipinnula fimbriata and Bipinnula plumosa,
as well as the effect of competition on the symbiotic germination of B. fimbriata. Results
show that those fungi with medium values of competitive ability were associated with
higher germination percentages and those fungi with high values of competitive ability
were associated with low germination percentages. On the other hand, the effect of
competition on germination was associated with the identity of the germinating and
competitor fungi and the advance of competition. This indicates that fungi can be both
good germinators and poor competitors; however, the presence of another fungi can
modulate the outcome of this interaction. This could be related to the existence of dual
niches and a functional diversity of orchid mycorrhizal fungi that has been little explored.
This study provides for the first time, from an experimental approach, information on the
biotic factors that influence the formation of orchid mycorrhiza, being useful for the

incorporation into orchid conservation programs.

Xii



Introduccioén

El conocimiento sobre la Ecologia de micorrizas ha permitido dilucidar la
importancia de las interacciones entre hongos y plantas, ayudando a entender procesos
ecolégicos y evolutivos (van Der Heijden et al., 2015), como la influencia que tienen en
la productividad y diversidad de comunidades (Tedersoo et al., 2020), asi como también
en el ciclado de nutrientes (Wurzburger & Clemmensen, 2018). En este sentido,
diversos estudios se han dedicado a analizar las interacciones entre hongos
micorricicos y plantas con el fin de obtener una mirada mas global en los patrones de
estructuracion de comunidades y mejorar las predicciones sobre los impactos del
cambio global (van Der Heijden et al., 2015; McCormick et al., 2018; Tedersoo et al.,
2020). Estos estudios han contribuido con informacioén util que ha permitido mejorar la
toma de decisiones en torno a la conservacion bioldgica y restauracion de ecosistemas
degradados (Li et al., 2015; Silva-Flores et al., 2022) para asi atender muchos de los
principales desafios que enfrenta la sociedad humana hoy en dia, como el manejo de
recursos naturales y la mitigacion del cambio climatico (Prosser et al., 2007; Heilmann-

Clausen et al., 2014).

Las micorrizas son interacciones simbioticas entre hongos del suelo y raices de
plantas (Brundrett, 2002; Smith & Read, 2008), donde al ser ésta exitosa, se forma un
organo compuesto de dos individuos en el que ocurre un intercambio de carbono y
nutrientes, estableciéndose la simbiosis (Frank & Trappe, 2005; Brundrett, 2002). Los
hongos micorricicos pueden colonizar el cortex, la superficie o alrededor de las células
epidérmicas de la raiz, y extienden el micelio hacia el suelo permitiendo la absorcion
de nutrientes que limitan el crecimiento de las plantas, especialmente nitratos vy

fosfatos. Estos nutrientes, asi como otros beneficios, se entregan a su hospedero a



cambio de carbohidratos, teniendo como consecuencia una fuerte influencia en el
crecimiento y fitness de las plantas (Smith & Read 2008; van Der Heijden et al., 2015).
Alrededor del 92% de especies de plantas forman estas interacciones y es posible
encontrarlas en casi todos los ecosistemas (Read, 1991; Brundrett, 2009; van Der
Heijden et al., 2015). Gracias al avance de la tecnologia y al uso de herramientas de
secuenciacién masiva en la actualidad se estima que la riqueza de hongos micorricicos
es entre 40.000-50.000 de los 5-10 millones de especies de hongos descritos (Blackwell
2011; Taylor et al., 2014). Varios estudios han logrado determinar la diversidad de
hongos involucrados en la simbiosis lo que ha permitido clasificar a las micorrizas en
cuatro tipos: Micorrizas Arbusculares (AM), Ectomicorrizas (EM), Micorrizas de
Orquideas (OM) y Micorrizas Ericoidales (ER), donde las principales diferencias entre
ellas son la estructura, funcion y especificidad por la planta hospedera (Smith & Read,

2008; van Der Heijden et al., 2015).

Se ha documentado que la formacion de micorrizas esta fuertemente influenciada por
la variacion de los factores abioticos, como las condiciones climaticas, edaficas y
disponibilidad de nutrientes (Johnson et al., 2003; Tedersoo et al., 2012; Bunch et al.,
2013; Muijica et al., 2016); asi como también por factores bidticos como la identidad del
hongo (Mujica et al., 2020), estadio de vida de la planta hospedera (McCormick et al.
2018) y algunos autores proponen que las interacciones entre hongos micorricicos,
como la competencia, también podrian tener un efecto importante, sin embargo, esto

aun ha sido relativamente poco estudiado (Hoeksema & Bruna, 2000).

En la naturaleza, las comunidades de hongos micorricicos difieren en su composicion,
riqueza y abundancia (Bever et al., 2001; Opik et al., 2006; Tedersoo et al., 2012; Taylor

et al., 2014; Mujica et al., 2016; Claro et al., 2020), donde algunos hongos micorricicos



pueden tener ventajas competitivas sobre otros en términos de eficiencia de captacion
de carbono, absorcion nutrientes, o colonizacion de las raices de las plantas. Al igual
que las plantas, los hongos pueden asignar sus recursos a muchas actividades
diferentes, como producir esporas, competir con otros hongos por las fuentes de
carbono, buscar nutrientes para el hospedero y ellos mismos, y defenderse de ataque
de fungivoros (Bennet & Bever, 2009; Mehra et al., 2017; Maynard et al., 2019). Los
patrones de asignacion de recursos de los hongos influyen tanto en la habilidad
competitiva como en la habilidad para colonizar a las plantas hospederas (Bennet y
Bever, 2009; Hoeksama & Bruna, 2000). En este sentido, algunos hongos podrian ser
colonizadores eficientes y a la vez malos competidores, al priorizar la colonizacion del
hospedero por sobre la proliferacion de hifas (Johnson et al., 1997; Hart y Reader 2002,
2005; Hoeksama & Bruna, 2000). Si las estrategias de historia de vida de las especies
de hongos micorricicos son diferentes esto puede dar lugar a una asignacion desigual
de recursos entre los organismos presentes en la comunidad, lo que podria permitir la
coexistencia de hongos micorricicos y esto a su vez, modularia la formacion la simbiosis
micorricica (Hoeksema & Bruna, 2000).

Un buen modelo de estudio son las micorrizas de orquideas. Una de las caracteristicas
mas peculiares de las orquideas son sus semillas numerosas, consideradas “semillas
polvo” debido a que son extremadamente pequefias (0,05 — 6 mm), no poseen
endosperma por lo que se encuentran desprovistas de reservas nutricionales (Arditti &
Ganhi, 2000). Por esto, su germinacion depende de la formacion de la interaccion entre
el hongo y la semilla, donde de ser éste exitoso, se forma una estructura aclordfila
llamada protocormo la cual obtiene nutrientes y carbono del hongo simbionte
(Rassmusen, 1995). Este fendmeno se conoce como germinacion simbidtica

(Rasmussen & Whigham, 1993), y las orquideas se convierten en plantas maduras



gracias a la micoheterotrofia (Leake 1994), donde en sus primeros estadios de vida
dependen nutricionalmente de los hongos que puedan formar la simbiosis,
generandose una interaccion mutualista obligada entre orquideas y hongos simbiontes

compatibles (Leake, 1994).

Los hongos micorricicos de orquideas corresponde al grupo polifilético Rhizoctonia el
cual incluye basidiomicetes en las familias Ceratobasidiaceae, Tulasnellaceae vy
Serendipitaceae (Dearnaley et al., 2012; Selosse et al., 2022). La evidencia indica que
la mayoria de los hongos micorricicos de orquideas también pueden ser saprotroficos,
es decir, adquieren carbono degradando la materia organica circundante en el habitat
natural de la orquidea (Curtis 1939; Bidartondo et al., 2004; Rasmussen and
Rasmussen 2007; Sommer et al., 2012). Asi como también, estudios recientes
revelaron que existen diferencias intraespecificas en la adquisicién de nutrientes en el
género Ceratobasidium lo que podria estar relacionado con la existencia de una
diversidad funcional entre hongos micorricicos de orquideas (Mujica et al., 2020;
Freestone 2022). Por lo que la habilidad de estos hongos micorricicos para competir
por los recursos disponibles y la habilidad para formar la interaccion micorricica podria
depender de la identidad del hongo y los patrones de asignacion de recursos a estas
actividades (Bennet & Bever, 2009). Esto ademas podria tener un efecto en el
establecimiento de plantas influyendo en la distribucién y abundancia de orquideas,

debido a la estrecha relacion entre éstas y sus hongos micorricicos (Mehra et al., 2017).

En esta tesis se busco evaluar si existe un compromiso entre la capacidad germinadora
y capacidad competitiva de seis hongos micorricicos del género Ceratobasidium

encontrados en raices de orquideas provenientes de poblaciones de Bipinnula plumosa



y Bipinnula fimbriata; asi como también el efecto de la competencia entre estos hongos

micorricicos sobre la germinacion simbiética de Bipinnula fimbriata.

Hipotesis

Si la asociacién simbidtica entre hongos micorricicos del género Ceratobasidium vy
orquideas impone para el hongo un compromiso entre la obtencién de recursos

(expresado como capacidad competitiva) y capacidad germinadora, entonces:

1. Los hongos con mayor capacidad competitiva tendran una menor
capacidad germinadora.

2. La competencia entre diferentes especies de Ceratobasidium por
recursos tendra un efecto negativo en el resultado de la germinacion
simbidtica, especialmente en aquellas especies que privilegian la

obtencién de recursos por sobre la asociacion.



Objetivo General

El objetivo general de este estudio fue evaluar el efecto de las interacciones bidticas
de hongos micorricicos de orquideas sobre la germinacion simbidtica de Bipinnula

fimbriata.

Objetivos Especificos

Objetivo 1. Cuantificar y evaluar las diferencias de tasa de crecimiento, capacidad
competitiva y capacidad germinadora de hongos micorricicos de orquideas.
Objetivo 2. Analizar si existen diferencias en la capacidad germinadora de los

hongos micorricicos en competencia y en ausencia de ésta.



Metodologia

Organismos de estudio

Orquidea

Bipinnula fimbriata es una especie de orquidea terrestre endémica del centro de Chile
(Fig. 1), se distribuye en zonas costera (<500 m) de 29 a 35°S, florece de Julio a
Noviembre y su estado de conservacion aun no ha sido evaluado (Novoa et al., 2015).
En la V Regidn, su habitat corresponde a zonas dunarias y lomajes costeros los cuales
estan siendo fuertemente intervenido por proyectos inmobiliarios y viales (Novoa et al.,
2020). Con el objetivo de llevar a cabo los experimentos de germinacion simbidtica, se
probé la viabilidad de semillas de individuos muestreados en concon el afio 2018
facilitadas por el jardin botanico de Vifia del Mar. Para ello se realiz6 la prueba de
Tetrazolium propuesto por Vujanovic, (2020), donde el porcentaje de semillas viables fue

de 81.1% (Tabla A1; Figura 2)-

Figura 1. Fotografias de Bipinnula fimbriata. A) y B) Individuos en floracion, C) Fruto y

semillas, D) Semillas vista en microscopio.



Figura 2. Test de Tetrazolium para el lote de semillas utilizadas en los experimentos.
Las flechas rojas indican una semilla viable cuyo embrién fue tefido por el tetrazolium y
la flecha negra muestra una semilla no viable sin coloracion. El porcentaje de semillas

viables fue de 81.1% (Tabla A1).

Hongos micorricicos.

Se escogieron hongos de la familia Ceratobasidiaceae previamente aislados e
identificados (Mujica et al., 2016). Se seleccionaron tres hongos encontrados en las
raices de individuos de poblaciones de Bipinnula plumosa y tres hongos de poblaciones
de Bipinnula fimbriata para ser usados en la germinacion simbiética (Tabla 1). Para
mantener las condiciones estériles que requiere el cultivo de hongos, a partir de este
momento todos los experimentos se realizaron bajo una camara de flujo laminar. Los
hongos fueron primero cultivados en placas Petri con medio PDA (Fig 3) con el fin de
obtener suficiente micelio para la realizacién de los experimentos, las placas fueron

guardadas a 25+ 2° C en oscuridad (Steinfort et al., 2010).



Tabla 1. Hongos escogidos para realizar los experimentos con el cédigo respectivo,

lugar donde fueron colectados y la orquidea de donde fueron aislados.

Poblacién origen Hongo Caodigo aislado Lugar coleccion
B. plumosa Ceratobasidium sp1 (C1) BPRC711 Rio clarillo

B. plumosa Ceratobasidium sp2 (C2) BPEM333 El manzano

B. plumosa Ceratobasidium sp3 (C3) BPAPO321 Apoquindo

B. fimbriata Ceratobasidium sp4 (C4) BFLV121 Los Vilos

B. fimbriata Ceratobasidium sp5 (C5) BFLV122 Los Vilos

B. fimbriata Ceratobasidium sp6 (C6) BFLV919 Los Vilos

Figura 3. Hongos seleccionados para realizar los experimentos creciendo en el medio
de cultivo OMA. A) Ceratobasidium sp1. B) Ceratobasidium sp2. C) Ceratobasidium
sp3, D) Ceratobasidium sp4, E) Ceratobasidium sp5, F) Ceratobasidium sp6.



Disefio experimental

Una vez obtenido suficiente micelio en PDA, estos fueron co-cultivados en medio OMA
(agar de avena). OMA es un medio sélido que se utiliza con frecuencia para la
germinacion simbidtica de orquideas (Janes, 2009) y se ha utilizado con éxito en la
germinacion de Bipinnula fimbriata (Steinfort et al., 2010; Herrera et al., 2017). Para
ello se inoculé 1cm? de micelio en el centro de las placas Petri y fueron guardadas a
2512°C en oscuridad (Steinfort et al., 2010), cada tratamiento se replicé diez veces y
todos tenian el mismo medio de cultivo. Se realizaron mediciones del crecimiento radial
todos los dias hasta que los hongos ocuparan toda la placa (90 cm). Para ello se marcé
por debajo de las placas petri el area que abarcaba el micelio y se tomaron fotografias
(Fig. 4). Las imagenes se analizaron con el programa “Image J” donde se obtuvo el area

de crecmiento radial.
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Figura 4. Fotografias de las placas co-cultivadas con medio OMA para la realizacion

de experimentos con la marca del area de crecimiento al tercer dia después del cultivo.

Posteriormente, se sembraron las semillas de Bipinnula fimbriata con los hongo en seis
tratamientos diferentes en placas Petri con medio OMA. En cada tratamiento se
agregaron 0.16 mg/L de estreptomicina y 0.16 mg/L de penicilina, y el pH se ajusté a
5.0-5.5 antes de autoclavar, para reflejar el pH del suelo de las poblaciones de

orquideas de las que se aislaron los hongos micorricicos.
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Germinaciéon Simbioética: Ensayo Individual

Antes de la siembra, las semillas se desinfectaron en tubos Eppendorf con 1,5 mL de
solucion de hipoclorito de sodio al 1% y cinco gotas de tween 20. Los tubos se agitaron
durante 3 minutos, luego la solucién se retird con una jeringa estéril de 5 ml. Las
semillas se lavaron 3 veces con agua destilada en autoclave, eliminando el agua con
una jeringa estéril cada vez. Las semillas esterilizadas se resuspendieron en 1,5 ml de
agua destilada estéril y se agitaron para obtener una suspension homogénea. Las
semillas se distribuyeron en placas petri y luego se transfirié un inéculo de micelio al
centro de cada placa. Cada tratamiento incluido el control sin hongo micorricico se
repitio diez veces (Fig 5). Las placas petri se almacenaron en una habitacion oscura a
22°C. La germinacion se evalu6 30 dias después de la siembra, registrando el
porcentaje de semillas en cada etapa de germinacion como: 0, semillas intactas; 1,

ruptura de testa; 2, formacion de rizoides (Mitchel, 1988).

Control

C4 C5 Cé

Figura 5. Representacion grafica del disefio experimental para el ensayo de
germinacion simbidtica individual. La figura del centro de las placas representa el
indculo del hongo v las figuras de alrededor representan las semillas de Bipinnula

fimbriata.
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Germinacion simbiética: Ensayo de Competencia

De la misma manera se procedio para evaluar la competencia entre hongos sobre la
germinacion, donde se establecieron 15 tratamientos con las combinaciones de a pares
de los hongos incluidos los controles, las placas se dividieron por la mitad y los in6culos
se transfirieron a su lado correspondiente luego del sembrado de las semillas (Fig 6).
La germinacion se registré para cada hongo de manera individual y se evalud 30 dias
después de la siembra, registrando el porcentaje de semillas en cada etapa de
germinacion como: 0, semillas intactas; 1, ruptura de testa; 2, formacion de rizoides
(Mitchel, 1988). El area que abarcé cada hongo fue marcada por debajo de las placas
y se tomaron fotografias, posteriormente las imagenes se analizaron con el programa

“Image J”.

c : c2 C1 ; c3 c1 E c4 c . cs c1 : cé
c2 ; C3 c2 ; c4 C2 E C5 C2 g cé

Cc3 ; c4 C3 ; CS C3 E Cé6

c4 ; CS Cc4 ; Cé

C5 « Cé

Figura 6. Representacion grafica del disefio experimental para el ensayo de
germinacion simbidtica de los hongos en competencia con todas las combinaciones

de a pares posible. Cada combinacion fue replicada 10 veces.
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Obtencion de variables

Con los datos obtenidos en los ensayos individuales y de competencia se realizé una
caracterizacion de los hongos a partir de la capacidad germinadora, tasa de crecimiento
y capacidad competitiva, asi como también, se obtuvieron variables para la explicacion
del efecto de la competencia sobre la germinacién donde se calculé el delta de

germinacion y el resultado de la competencia.

Capacidad germinadora individual

La capacidad germinadora individual de los hongos fue evaluada a partir del porcentaje
de formacion de rizoides (etapa 2) en los ensayos individuales de germinacién
simbidtica individual. Se utiliz6 esta etapa de la germinacion ya que a partir de la
formacion de rizoides la semilla puede seguir su desarrollo hasta convertirse en plantula

(Mitchel,1989).

c dad mad ndividual N¢ de Semillas en Etapa 2 100
= *
apacidad germinadora individua N° do Semillas totales

Tasa de crecimiento

El crecimiento de los hongos estuvo limitado al espacio disponible en la placa Petri, por
ello los datos se ajustaron a modelos logisticos, donde se obtuvo el valor de la
pendiente de la curva en la fase de crecimiento promediando el area en el tiempo (Tabla
A2).

Area 0t Area 2 o Area tn
t1+tt2+"'tn

Tasa crecimiento =
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Capacidad competitiva

La capacidad competitiva se obtuvo a partir de la diferencia entre el area ocupada por
el hongo y el area ocupada por su competidor, de esta manera, valores negativos
indican que perdid y positivos que gano en el enfrentamiento. Luego se calculd el
promedio, desviacion estandar y error estandar en las diferencias incluyendo todos los

enfrentamientos.
Capacidad Competitiva Hongo A = Area hongo A — Area hongo B
Delta de germinacién

El delta de germinacion se obtuvo a partir de la diferencia entre la germinacion del
hongo en competencia y el promedio de la capacidad germinadora individual del hongo.
De esta manera, valores positivos indican que los hongos aumentaron la germinacion
en competencia y valores negativos indican que la germinacién en competencia

disminuyo.
AGerminacion = %Germ.en competencia — %Germ. promedio individual

Analisis estadistico

Relacion entre variables

Las diferencias entre los hongos para cada variable se evalué a partir del test de
Kruskal-Wallis, ya que los datos no cumplieron con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de las varianzas. Luego se realizd una prueba posthoc mediante el test

de Dunn para conocer las diferencias entre los grupos.
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Las relaciones entre variables se evaluaron a través de regresiones lineales, donde se
relacioné la capacidad germinadora y la capacidad competitiva con la tasa de
crecimiento. Dado que se detectd una parabola en la visualizacién de los datos, la

capacidad germinadora con la capacidad competitiva se ajustd a un modelo cuadratico.

Efecto competencia sobre germinacién

Se probd el efecto de la identidad del hongo germinador, la presencia del hongo
competidor y la capacidad competitiva sobre la capacidad germinadora individual. Los
datos se ajustaron a modelos lineales donde primero se probo el efecto de cada variable
por separado y luego todas juntas. El modelo se selecciond de acuerdo con los valores

mas bajos de los criterios de informacion de Akaike (AIC).
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Resultados
Al pasar los 30 dias de cultivo se observaron tres estadios de desarrollo en las semillas,
donde se encontraron semillas en etapa 0 (semillas intactas), etapa 1 (ruptura de testa),

y etapa 2 (formacion de rizoides) (Fig. 4).

Figura 5. Semillas en diferentes etapas de germinacién segun Mitchel, 1988 (Etapa 0 =
semilla intacta, etapa 1 = ruptura de testa, etapa 2 = formacion de rizoides). Las flechas

indican diferentes estadios, negra = 0; roja = 1; azul = 2.
Relacién entre capacidad competitiva y capacidad germinadora.

Se observaron semillas en etapa 2 (rizoides) en todos los tratamientos, sin embargo, la
capacidad germinadora individual difiere significativamente entre los seis hongos
(Kruskal-Wallis: Chi-cuadrado = 42.715, gl = 5, p-valor=4.221e® ; Tabla 2); ésta fue
mayor en Ceratobasidium sp.6 (66%), seguido por Ceratobasidium sp.3 (51%),

Ceratobasidium sp.2 (48%) y Ceratobasidium sp.1 (41%); mientras que los menores
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valores fueron con Ceratobasidium sp.4 (12%)y Ceratobasidium sp.5 (0.8%) (Fig 5A,

Tabla A3).

La tasa de crecimiento también fue significativamente diferente entre los seis hongos
(Kruskal-Wallis: Chi-cuadrado = 50.999, gl = 5, p-valor = 8.654e'%; Tabla 2); el hongo
que creci6 mas rapido fue Ceratobasidium sp.5 (17.56 cm?dia), seguido de
Ceratobasidium sp.4 (15.66 cm?/dia), Ceratobasidium sp.3 (10.49 cm?/dia),
Ceratobasidium sp.6 (9.55 cm?/dia); mientras que Ceratobasidium sp.2 (3.54 cm?/dia) y
Ceratobasidium sp.1 (3.18 cm?/dia) presentaron bajas tasas de crecimiento (Fig 5B;
Tabla A4). Por ultimo, la capacidad competitiva muestra un patrén similar a la tasa de
crecimiento con diferencias significativas entre las medias de cada hongo (Kruskal-
Wallis: Chi-cuadrado = 42.715, gl = 5, p-valor = 4.221e®; Tabla 2), donde Ceratobasidium
sp.4 presentd una mayor capacidad competitiva seguida de Ceratobasidium sp.5 'y
Ceratobasidium sp.3; por otra parte Ceratobasidium sp.6 y Ceratobasidium sp.1 no
difieren significativamente en su capacidad competitiva presentado valores medios, y
finalmente Ceratobasidium sp.2 fue quien presenté el menor valor en la capacidad

competitiva (Fig 5C).

Tabla 2. Prueba de Kruskal-Wallis con los valores de las diferencias entre los hongos

explicados por la capacidad germinadora, tasa de crecimiento y capacidad competitiva.

Variable explicatoria x? e] p-valor
Capacidad germinadora 42.715 5 4.221¢e®
Tasa de crecimiento 50.999 5 8.654e°
Capacidad competitiva 42.715 5 4.221¢e®
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Figura 6. Caracterizacion de los hongos micorricicos a partir de los rasgos a evaluar. Los
boxplots representan el resultado de la prueba de Kruskal-Wallis donde se muestran las
diferencias entre las medias de cada hongo para: A) Porcentaje de formacion de rizoides
B) Tasa de crecimiento y C) Capacidad competitiva. Las letras indican el resultado del

Test de Duun con un nivel de significancia de 0.05.

19



Al relacionar las variables de tasa de crecimiento, capacidad competitiva y capacidad
germinadora, se observo una relacion directa entre la tasa de crecimiento con la
capacidad competitiva (Fig. 7B; R?>= 0.934; p < 2.2e-16), donde los hongos que
presentaron menores tasas de crecimiento fueron Ceratobasidium sp.1 'y
Ceratobasidium sp.2, se asociaron a valores negativos de capacidad competitiva,
indicando que estos hongos perdieron en la mayoria de los enfrentamientos y por lo
tanto son malos competidores. En el caso de Ceratobasidium sp.6 y Ceratobasidium
sp.3, ambos presentaron tasas de crecimiento medias y capacidad competitiva media
siendo C6 peor competidor que C3. Finalmente, los hongos que presentaron mayores
tasas de crecimiento, Ceratobasidium sp.4 y Ceratobasidium sp.5, presentaron valores
positivos en la capacidad competitiva, indicando que estos hongos fueron los mejores
competidores. En cuanto a la relacién entre la capacidad germinadora y la capacidad
competitiva de los hongos, el modelo que mejor se ajusté fue el cuadratico (Fig. 7C; R?
= 0.6874105; AIC = 466.2857; p-valor = 4.14e™") versus el modelo lineal negativo
(R?=0.3431058; AIC= 505.8731; p-valor = 0.00000211); el modelo explica que los
hongos que tienen valores negativos en la capacidad competitiva y que por lo tanto son
malos competidores, presentan valores medios en la capacidad germinadora
(Ceratobasidium sp.1y Ceratobasidium sp.2); Ceratobasidium sp.6, quien presenté un
valor negativo en la capacidad competitiva pero cercana a cero, fue un mal competidor
pero no tanto, se asocié al mayor valor en la capacidad germinadora; luego, C3 quien
tuvo valores positivos de capacidad competitiva pero cercana a cero, fue un buen
competidor pero no tanto presentd valores medios en la capacidad germinadora;
finalmente quienes tuvieron valores positivos en la capacidad competitiva y fueron los
mejores competidores, presentaron los menores valores de capacidad germinadora

(Ceratobasidium sp.4 y Ceratobasidium sp.5). Finalmente, debido a que la tasa de
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crecimiento esta altamente relacionada con la capacidad germinadora individual (R*=
0.934), se observo una tendencia negativa entre la tasa de crecimiento y la capacidad
germinadora individual (R*=0.411; p= 9.993e-* AIC=500); donde C1 y C2 quienes
crecieron lento presentaron una capacidad germinadora intermedia, luego C3 y C6
quienes presentaron tasas de crecimiento similar (Fig 6C.) presentaron las mayores
capacidades germinadora. Por ultimo, C5 y C4 quienes tuvieron mayores tasas de

crecimiento presentaron una muy baja capacidad germinadora.
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Figura 7. Relacién entre los rasgos evaluados A) Relacion negativa entre la capacidad
germinadora (porcentaje de formacién de rizoides) vs la tasa de crecimiento (R?=0.411;
p=9.993e-*). B) Relacion positiva entre la tasa de crecimiento y la capacidad competitiva

de los hongos (R?= 0.934; p < 2.2e7'°); al ser valores promedios se graficaron junto con
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las barras de error para ambas variables. C) Relacion entre capacidad germinadora y
capacidad competitiva ajustado a un modelo cuadratico (R*> = 0.6874105; AIC =

466.2857; p-valor = 4.14e™).

Efecto de la Competencia sobre la germinacion.

El modelo que mejor explicé el delta de germinacion fue el que incluyé la identidad del
hongo germinador, identidad del hongo competidor y el resultado de la competencia (Fig.
8; R? = 0.4309824; AIC = 2555.281). En términos generales, se observé que el patron
de germinacion de semillas en los ensayos de competencia fue el mismo que en los
ensayos individuales, es decir, Ceratobasidium sp.6 en competencia sigue siendo el
mejor germinador; Ceratobasidium sp.1, Ceratobasidium sp.2 y Ceratobasidium sp.3
medios germinadores; Ceratobasidium sp.4 y Ceratobasidium sp.5 malos germinadores
(Fig. 7). Sin embargo, este patron de germinacion tuvo variaciones dependiendo tanto
de la identidad del hongo germinador como la del hongo competidor; en el caso de
Ceratobasidium sp.1 al competir con Ceratobasidium sp.2 y Ceratobasidium sp.3 no se
encontraron diferencias en la germinacion, sin embargo al competir con Ceratobasidium
sp.4 y Ceratobasidium sp.5 la germinacién disminuye considerablemente, al contrario
de lo que ocurre al competir con Ceratobasidium sp.6 donde su germinacién aumento
(Fig. 7A); en el caso de Ceratobasidium sp.2, éste disminuyd su capacidad germinadora
con todos los hongos excepto cuando se enfrentd a Ceratobasidium sp.6, con quien
aumenta la germinacion (Fig 7B); en el caso de Ceratobasidium sp.3, presento
porcentajes similares al competir con Ceratobasidium sp.1 'y Ceratobasidium sp.2, al
competir con Ceratobasidium sp.4 disminuye; con Ceratobasidium sp.5 vy
Ceratobasidium sp.6 aumenta (Fig 7C); la germinacion de Ceratobasidium sp.4 se

mantuvo sin mayores diferencias excepto por un aumento que se observé cuando se

23



enfrentd a Ceratobasidium sp.6 (Fig 7D); para Ceratobasidium sp.5, este solo aumento
su germinacion compitiendo con Ceratobasidium sp.3 y con Ceratobasidium sp.6 (Fig.
7E); finalmente Ceratobasidium sp.6 mantuvo un porcentaje de germinacion similar
compitiendo con Ceratobasidium sp.1 y Ceratobasidium sp.3, aumenta levemente
compitiendo con Ceratobasidium sp.2 y por ultimo con Ceratobasidium sp.4 vy
Ceratobasidium sp.5 disminuyé su capacidad germinadora (Fig. 7F); estos resultados
indican que la identidad de las parejas de hongos en competencia tienen un efecto en la
germinacion de semillas. Al evaluar el resultado de la competencia (Fig. 8), se observa
que C1 gano los encuentros al competir con C2, perdid todos los encuentros con los
otros hongos y se observa un delta de germinacion negativo con C4 y positivo con C6.
En el caso de C2, tuvo un resultado de competencia negativo en todos los encuentros y
su delta de germinacion fue negativo mayoritariamente, excepto cuando estaba con C6
y en algunos encuentros con C3 y C4. En cuanto a C3, tuvo resultado de competencia
positiva con C1, C2 y C6; y negatica con C4 y C5, el delta de germinacion aumenta
notoriamente con C5 y disminuye con C4. Por otra parte C4 gano todos los encuentros
y aumenta el delta de germinacion cuando esta compitiendo con C2, C5y C6. En el caso
de C5, presento resultado de competencia positivo con todos los hongos excepto con
C4, y aumenta su germinacion al competir con C3 y C6. Finalmente, C6 presentd
resultados negativos de competencia y en el delta de germinacion con C4 y C5; y valores

positivos C1, C2 y C3 en ambas variables.
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Figura 7. Boxplot con las diferencias en el porcentaje de germinacion de las semillas en

el ensayo de competencia, la linea negra representa la mediana de los datos y los limites
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25



Delta Germinacion

respectivamente. El nivel de significacion segun la prueba de Kruskal Wallis fue p-value
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Figura 8. Modelo explicativo del efecto de la competencia en la germinacion con valores
del delta de germinacion y el resultado de la competencia. Los colores muestran al hongo
germinador y las figuras al hongo con quien se enfrenté en la competencia. Los valores
positivos del delta de germinacién indican que en el ensayo de competencia la presencia
del hongo competidor aumento la germinacion y valores negativos indica que disminuyd.
Valores positivos del resultado de la competencia indican que gano en el enfrentamiento

y los negativos que perdi6.
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Discusion

A partir de los resultados obtenidos, se encontrd que existe una relacion cuadratica entre
la capacidad germinadora y capacidad competitiva de hongos micorricicos de
orquideas, donde aquellos hongos con capacidades competitivas medias tienen las
mayores tasas de germinaciéon. Ademas la capacidad competitiva se relacioné
positivamente con la tasa de crecimiento, es decir, los hongos que crecieron mas rapido
fueron los mas competitivos y presentaron una baja capacidad germinadora. Por otra
parte, se encontrd una variacion en el efecto de la competencia sobre la germinacién
simbidtica relacionada con la identidad del hongo germinador, el hongo competidor y el
avance en la competencia. Sin embargo, se necesita mas informaciéon para comprender

el mecanismo subyacente.

Compromiso entre capacidad germinadora y capacidad competitiva

La capacidad germinadora de los seis hongos micorricicos fue significativamente
diferente, Bipinnula fimbriata presentd mayor porcentaje de germinacién con
Ceratobasidium sp. 6 (C6), quien fue aislado de una poblacidon de la misma orquidea.
Sin embargo, Ceratobasidium sp. 4 (C4) y Ceratobasidium sp. 5 (C5), que también
fueron aislados de poblaciones de Bipinnula. fimbriata, presentaron los menores
porcentajes de germinacion. Numerosos estudios han demostrado que las especies
individuales de hongos micorricicos difieren en su capacidad para promover el
crecimiento de plantas (Bever et al., 2001). Esto indica por una parte que algunos
hongos micorricicos pueden asociarse a plantas adultas, y por otra, que no todos tienen
la capacidad para germinar semillas. Siendo concordante con estudios previos donde

encontraron que la especificidad de la interaccion entre hongos micorricicos con
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orquideas no es inmutable, esta puede variar dependiendo de las condiciones
ambientales y estadio de vida del individuo (McCormick et al., 2006). Por otra parte
Ceratobasidium sp.1(C1), Ceratobasidium sp2 (C2) y Ceratobasidium sp3 (C3), quienes
fueron aislados de poblaciones de B.plumosa presentaron una capacidad germinadora
intermedia, lo que indicaria una baja especificidad micorricica por parte de Bipinnula.
fimbriata. Esto concuerda con estudios previos donde también encontraron una baja
especificidad en la interaccion (Steinfort et al., 2010; Herrera et al., 2017; Mujica et al.,
2020), lo cual podria ser una ventaja y podria explicar la gran abundancia de Bipinnula
fimbriata comparada con otras poblaciones de orquideas mas raras y que tiene
distribuciones limitadas (Novoa et al., 2015; Claro et al., 2020). Sin embargo esto tiene

que ser explorado en estudios futuros.

Por otra parte, la tasa de crecimiento también fue significativamente diferente para los
seis hongos donde ademas se relacion6 positivamente con la capacidad competitiva.
Los hongos aislados de poblaciones de Bipinnula plumosa presentaron las menores
valores de tasa de crecimiento y capacidad competitiva (Ceratobasidium sp.1,
Ceratobasidium sp.2 y Ceratobasidium sp.3), al contrario de los hongos aislados de
Bipinnula fimbriata que presentaron los mayores valores (Ceratobasidium sp4,
Ceratobasidium spb y Ceratobasidium sp6). Estudios previos sugieren que la habilidad
competitiva de hongos micorricicos de orquideas esta relacionada con la tasa de
crecimiento o produccion de biomasa mas que en el metabolismo intrinseco, de esta
manera los hongos mas competitivos podrian tomar mayor cantidad de carbono
disponible y parte de éste entregarlo a la planta aumentando las probabilidades de
supervivencia, lo que tendria como consecuencia el establecimiento de poblaciones de

orquideas mas abundantes en la naturaleza (Nurfadilah et al., 2013; Mehra et al., 2017).
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Esto podria explicar las diferencias en las tasas de crecimiento y capacidad competitiva
al considerar el origen de los hongos utilizados en los experimentos, donde los hongos
aislados de poblaciones de B. plumosa, que es menos abundante y poco frecuente
comparada con B. fimbriata, son menos competitivos y esto se veria reflejado en el

establecimiento de plantas.

En cuanto a la relacion entre la capacidad germinadora y capacidad competitiva, ésta
fue cuadratica y negativa, los hongos con mayor capacidad competitiva (Ceratobasidium
sp4 y Ceratobasidium sp5) presentaron los menores porcentajes de germinacion,
mientras que los hongos que presentaron una capacidad competitiva intermedia se
asociaron a los mayores valores (Ceratobasidium sp3y Ceratobasidium sp6). Por ultimo,
Ceratobasidium sp1y Ceratobasidum sp2, presentaron una baja capacidad competitiva
y una capacidad germinadora de intermedia a baja. Por lo tanto, la hipdtesis 1 se
cumpliria parcialmente. Esto se podria explicar por los compromisos en la expresion de
rasgos, tal como propone Maynard et al., (2019), donde encontraron que hongos
descomponedores con amplios nichos térmicos y de humedad exhibieron una menor
capacidad de desplazamiento. Cuando las especies compiten por el espacio, las
diferencias en la capacidad competitiva tedricamente deberian promover el
agrupamiento filogenético y de rasgos siempre que las diferencias de nicho sean
minimas (Maynard et al., 2019). Estas relaciones iniciales de rasgos por pares sugieren
claras diferencias en las estrategias de historia de vida, con hongos que tienen tasas de
extension lentas que también tienen densidades mas altas, anchos de nicho mas amplios
y habilidades competitivas mas bajas. Por el contrario, los hongos de crecimiento rapido
son mas competitivos, aunque pueden sobrevivir en una gama mas pequefia de

condiciones ambientales. Este compromiso entre rasgos es similar al que se observé
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parcialmente en los hongos micorricicos asociaciados a Bipinnula, donde aquellos

hongos altamente competitivos tienen bajas capacidades germinadoras.

Efecto competencia.

El efecto de la competencia en la germinacion simbidtica fue significativa y presento
variaciones. El resultado mas notorio fue para Ceratobasidium sp.5, quien por si solo
presenté muy baja germinacion, sin embargo al estar compitiendo con C6 este aumenté
considerablemente su capacidad germinadora. Estas diferencias se puede deber a que
los hongos pueden tener nichos duales, es decir, frente a ciertas condiciones
ambientales estos pueden formar asociaciones o ser saprotréficos (Selosse et al., 2018),
evidenciando que existirian diferencias funcionales intraespecificas dentro del mismo
género del hongo, tal como demostré Mujica et al. (2020) y Freestone et al., (2022),
donde probaron que algunas especies del género Ceratobasidium varian en la respuesta
de la germinacion simbidtica de acuerdo a diferentes medios nutricionales. Algunos
individuos pueden, por razones genéticas y/o ambientales, ser mas propensos a usar
uno u otro aspecto de un nicho, mientras que otros individuos pueden usar todo el nicho
dual, como se demuestra en trufas endofitas y ectomicorricicas (Schneider-Maunoury et
al., 2018). Por otra parte, algunos hongos presentaron respuestas similares tanto a la
germinacion simbidtica como a la capacidad competitiva, lo cual podria estar relacionado
con el nivel de parentesco en la filogenia de estos hongos. Mujica et al. (2020)
encontraron que hongos mas emparentados tienen respuestas similares a la
germinacion simbidtica y al crecimiento con la adicion de nutrientes sugiriendo que estas
respuestas podrian ser filogenéticamente conservadas. Sin embargo para evaluar este
supuesto, futuros estudios tienen que incorporar la filogenia de los hongos involucrados

en la asociacion, asi como también prestar mas atencién a las capacidades saprotréficas
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de hongos micorricicos (Selosse et al., 2018). De todas formas, la persistencia y
establecimiento de orquideas parece depender de caracteristicas intrinsecas de los
hongos micorricicos, algunos autores proponen enfocar los esfuerzos en dilucidar los
patrones de nicho de los hongos a gran escala en vez de la identidad taxondmica,
evaluar la expresion de rasgos funcionales a nivel de individuo podria explicar tanto los
patrones biogeograficos de los hongos micorricicos y esto a su vez daria luces de la
dinamica de la interaccion al considerar las presiones selectivas impuestas por

diferentes filtros ambientales (Maynard et al., 2019).

Implicancias para la Ecologia y Conservacion de Orquideas

Las interacciones competitivas entre hongos micorricicos podrian ser relevantes para la
formacion de micorrizas al permitir la coexistencia entre especies mutualistas con
diferentes estrategias de historia de vida (Tilman, 1994; Hoeksema & Bruna, 2000). Esto
sumado a la posibilidad de que un hongo micorricico tenga la plasticidad fenotipica de
usar un aspecto de su nicho u otro (Selosse 2018), tendria consecuencias en el
establecimiento de plantulas, sobre todo si esto a su vez, esta modulado por las
condiciones abidticas como la disponibilidad de nutrientes y condiciones climaticas
(Johnson et al., 2003; Tedersoo et al., 2012; Bunch et al., 2013; Muijica et al., 2016).
Esto toma especial relevancia para las orquideas debido a que su nicho de germinacion
es extremadamente complejo, ya que esta definido tanto por los requisitos para la
germinacion de la semillas y su desarrollo; asi como también para la presencia de
hongos simbiontes compatibles y su sustrato (Rasmussen et al., 2015). Por lo tanto,
cualquier esfuerzo para la conservacion de orquideas in situ o ex situ requiere el estudio
de los hongos micorricicos de la especie en cuestion (Batty et al., 2002; Swarts & Dixon

2010).
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En Chile se han descrito 72 especies de orquideas distribuidas a lo largo del territorio
(Novoa et al., 2015), que constituyen 8 géneros: Chlorea, Gavilea, Bipinnula,
Correorchis, Brachystele, Codonorchis, Habenaria, Myrosmode, donde al menos 39
especies son endémicas y de éstas la gran mayoria se encuentra en algun nivel de
amenaza (Novoa et al., 2015). Autores ya han reportado la urgencia de evaluar el estado
de conservacion de las orquideas chilenas debido a su constante disminucion en la
distribucion y de poblaciones observadas en la naturaleza, sin embargo la falta de
informacion ha sido limitante para llevar a cabo la evaluacion (Herrera et al., 2019). Por
ello es de suma importancia conocer los aspectos esenciales que determinan la
distribucién de orquideas, y los hongos micorricicos tienen un papel mas complejo que
ser simples germinadores de semillas (Rasmussen et al., 2015; Fochi et al., 2017;

McCormick et al., 2018).
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos y posterior analisis, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

1.

Los hongos micorricicos del género Ceratobasidium tienen diferencias
intraespecificas en la capacidad germinadora asi como también en la capacidad
competitiva. Comprender la dimension intraespecifica de variacion de nicho de
hongos micorricicos podria ser prometedor para dilucidar aspectos asociados a
la ecologia de micorrizas y las posibles diferencias funcionales entre hongos
micorricicos.

De la hipétesis planteada, se encontré evidencia de un compromiso entre la
obtencion de recursos y la capacidad germinadora para Ceratobasidium sp4 'y
Ceratobasidium sp5. Por otra parte el efecto de la competencia sobre el
resultado de la germinacion simbidtica tuvo respuestas positivas y negativas
dependiendo de la identidad del hongo competidor, lo cual podria estar
relacionado con el parentesco de las especies involucradas en el
enfrentamiento. Incorporar la filogenia podria dar luces del mecanismo
subyacente en las interacciones competitivas entre hongos micorricicos.

La incorporacion de la informacién sobre la ecologia de micorrizas a las
estrategias de conservacion de orquideas es importante para un buen manejo
de poblaciones en riesgo 0 amenazadas, ya que podria permitir el éxito del
establecimiento de plantas en ecosistemas degradados al conocer los
requerimientos tanto biéticos como abiéticos de hongos micorricicos.

En este estudio se evalud por primera vez el efecto de las interacciones

competitivas entre hongos micorricicos sobre la germinacion simbidtica de

33



orquideas. La posibilidad de evaluar experimentalmente los factores que afectan
la formacion de micorrizas es una oportunidad para abordar de una perspectiva
ecologica y evolutiva la distribucion y abundancia de hongos micorricicos, lo que
ademas, podria ayudar a comprender los aspectos asociados a la constante

disminucion de poblaciones naturales de orquideas nativas.
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Anexo

Tabla A1. Datos obtenidos del test de tetrazolium para probar la viabilidad del lote

semillas de Bipinnula fimbriata utilizadas en los experimentos de germinacion

simbidtica.
Réplica Viables No viables Total % Viabilidad
BF2018-1 11 6 17 64.7058824
BF2018-2 16 3 19 84.2105263
BF2018-3 17 1 18 94.4444444
36 13 54 81.1202843

Tabla A2. Mediciones del area de crecimiento que se utilizaron para estimar las tasas

de crecimiento de los hongos.

’ AreaC1  AreaC2 Area C3 Area C4 Area C5 Area C6
b (cm2) (cm2) (cm2)
0 1 1 1 1 1 1
3 3.156 1.8726 7.275 16.9262 13.3567 10.4635
5 7.481 6.552 25.532 63.8408 52.7357 29.3203
7 15.87 16.03 49.227 79.5914 83.6862 48.6455
11 90.744 90.744 90.744 90.744 90.744 90.744
13 90.744 90.744 90.744 90.744 90.744 90.744
15 90.744 90.744 90.744 90.744 90.744 90.744
TC
3.1785 3.53935 10.488 15.6663 17.582375 9.5455
(cm?/dia)
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Tabla A3. Promedio, desviacion estandar, varianza y error estandar de la germinacion

individual de los hongos.

Desviacién Error
Hongo Promedio Varianza
estandar estandar

C1 41.33333 12.922848 167.00000 4.307616
Cc2 48.28571 7.064330 49.90476 2.670066
C3 51.00000 9.0066171 81.11111 2.848001
C4 12.00000 18.281746 334.22222 5.781196
C5 0.80000 2.529822 6.40000 0.800000
C6 66.60000 10.875048 118.26667 3.438992

Tabla A4. Promedio, desviacién estandar y varianza de la tasa de crecimiento de los

hongos.

Desviacién
Hongo Promedio Varianza
estandar

C1 3.1785 1.35146035 1.82644507
Cc2 3.53935 1.05612909 1.11540865
C3 10.488 1.06171535 1.12723949
C4 15.6663 1.47202163 2.16684769
C5 17.582375 1.08024024 1.16691898
C6 9.5455 0.82907637 0.68736763
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Modelos

1. Delta germinacion ~ Resultado Competencia
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Figura x. Grafico modelo delta de germinacion explicado por el resultado de la

competencia (R? = 0.1156154; AIC = 2660.961)

2. Delta Germinacién ~ Resultado competencia + Identidad hongo germinador
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