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Diversidad de la micobiota endoéfita de Cattleya percivaliana
y Cattleya trianaei cultivadas en invernadero

Diversity of endophytic mycobiota in Cattleya percivaliana and Cattleya trianaei
growing under greenhouse conditions
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Resumen

Los microorganismos endofitos se desarrollan asintomaticamente en el interior de los tejidos. En este estudio
se aislaron hongos endoéfitos de hojas y raices de Cattleya percivaliana y Cattleya trianaei cultivadas bajo
condiciones de invernadero. Se obtuvieron 323 hongos enddfitos a partir de 4.800 fragmentos de tejido;
estos aislados fueron clasificados en 14 géneros caracterizados macroscopica y microscopicamente, y cinco
morfotipos no pudieron ser identificados. Se observaron diferencias en el nimero de plantas colonizadas
por especie vegetal y en la diversidad de los endofitos a nivel de tejido, siendo mayores en C. trianaei y
en hoja, respectivamente. Se identificaron géneros que colonizaron exclusivamente un tejido, o ambos
tejidos. En hoja se registraron: Chromelosporium, Cladosporium, Exophiala, Gonatobotrys, Monilinia y
Nodulisporium; mientras que Curvularia, Gloeosporium y cinco morfotipos no identificados colonizaron
solamente la raiz. Los géneros Aureobasidium, Botryotrichum, Colletotrichum, Fusarium, Sclerotium
y Trichoderma crecieron en ambos tejidos. El género Fusarium fue el género mas abundante en raiz vy,
Colletotrichumy Sclerotium en hoja.

Palabras clave: diversidad, endofito, hongo, orchidaceae

Abstract

Endophytic microorganisms are characterized by asymptomatic development inside tissues. In this study we
isolated endophytic fungi of leaves and roots from Cattleya percivaliana and Cattleya trianaei grown under
greenhouse conditions. We isolated 323 endophytic fungi from 4,800 tissue fragments: these isolates were
classified into 14 genera characterized macroscopically and microscopically, and five morphotypes could not
be identified. A higher number of individuals of C. trianaei were colonized by fungi, and a higher diversity of
endophytes were found in leaves. Some genera exclusively colonized one tissue, or both tissues. In leaves,
we registered Chromelosporium, Cladosporium, Exophiala, Gonatobotrys, Monilinia, and Nodulisporium
while Curvularia, Gloeosporium, and five unidentified morphotypes only colonized roots. The genera
Aureobasidium, Botryotrichum, Colletotrichum, Fusarium, Sclerotium, and Trichoderma grew on both
tissues. Fusarium was the most abundant genus in roots and, Colletotrichum and Sclerotium in leaf tissue.

Key words: diversity, endophyte, fungi, orchidaceae

INTRODUCCION et al. 2012). En Colombia, se han registrado mas de 3.500

especies y 1.745 de estas se encuentran en la region andina,
La familia Orchidaceae es una de las mas diversas con esta diversidad y la exuberancia de sus flores han hecho que su
aproximadamente 20.000-35.000 especies, de las cuales cultivo y exportacion sean de interés comercial y econdmico
10.849 estan registradas en el tropico (Pridgeon 1996, Tan para el pais (Angel et al. 2001, Sarmiento y Betancur 2000).
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Las orquideas constituyen uno de los grupos mas
estudiados en la interaccion planta-microorganismo debido
a la dependencia de hongos micorricicos para su nutricion
(Yagame et al. 2012). Al interior del tejido vegetal de este
grupo también se pueden desarrollar hongos endoéfitos no
micorricicos (Schulz et al. 2006), los cuales se establecen
en los espacios intercelulares, sin inducir sintomas o signos
visibles y se diferencian de las endomicorrizas porque no
forman pelotones al interior de las células vegetales (Hyde
y Soitong 2008).

Los hongos endofitos han sido clasificados como
clavicipitaceos y no clavicipitaceos, y se diferencian, entre
otras caracteristicas, por el tipo de transmision, siendo
principalmente vertical en el primero y horizontal en el
segundo. Estos procesos de transmision se han relacionado
con la diversidad de la comunidad enddfita en la planta;
en la vertical un genotipo dominante coloniza la planta
(Rodriguez et al. 2009), mientras que en la horizontal la
incidencia y la riqueza aumentan conforme a la edad, como
consecuencia de varios eventos de infeccion a lo largo del
tiempo (Arnold et al. 2003). La riqueza ¢ incidencia de
hongos endofitos son mayores en el tropico, presentandose
al menos una especie de estos endosimbiontes por planta
(Arnold y Lutzoni 2007).

La presencia de hongos endofitos en orquideas se ha
encontrado en plantas desarrollandose en ambientes
naturales, en su mayoria en el neotropico (Bayman y
Otero 2006). Entre los géneros que han sido estudiados
estan: Anacamptis, Ophrys, Orchis, Serapias (Gezgin y
Eltem 2009), Bletilla (Tao et al. 2012), Bulbophyllum,
Vanda (Sudheep y Sridhar 2012), Dendrobium (Yuan et al.
2009 y Xing et al. 2011), Holcoglossum (Tan et al. 2012),
Lepanthes (Bayman et al. 1997) y Pecteilis (Chutima et
al. 2011). Las especies endofitas mas abundantes fueron:
Aspergillus flavus en Bulbophyllum'y Vanda, y Guignardia
sp. en Bletilla y en Dendrobium nobile, asi como los
géneros Colletotrichum y Fusarium (Wang et al. 2008).

La estructura de la comunidad de estos hongos depende
del tipo de tejido colonizado, de tal manera que algunas
de las especies muestran especificidad por cierto tejido
como consecuencia de las diversas presiones selectivas
que determinan las condiciones fisiologicas de la planta, y
consecuentemente el microhabitat de los endofitos (Aly et
al. 2011). Al evaluar la diversidad y la tasa de colonizacion
de hongos enddfitos en orquideas, de acuerdo al tejido
vegetal, los resultados son contrastantes sin evidenciarse
una tendencia. Bayman et al. (1997) observaron que las
especies mas frecuentes en raices y hojas de Lepanthes
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fueron Rhizoctonia spp. y Xylaria spp., por el contrario en
D. nobile se registro la colonizacion exclusiva tanto en raices
(Clonostachys rosea, Fusarium solani y Trichoderma
chlorosporum) como en hojas de especies diferentes
(Colletotrichum sp. 2.y Hypoxylon sp. 2.) (Yuan et al. 2009).

Respecto a la funcion de los hongos endoéfitos en la
interaccion con su hospedero, Arnold (2007), Sieber (2007)
y Slippers y Wingfield (2007) sugirieron que la relacion
es de tipo mutualista disminuyendo la depredacion de las
plantas, favoreciendo la resistencia a condiciones de estrés,
y como mencionaron Rubini et al. (2005), confiriéndoles
proteccion contra microorganismos fitopatogenos. En
orquideas fue observado el papel de estos hongos como
promotores de crecimiento y su efecto mejorando la
aclimatacion y el vigor de las plantulas micropropagadas
(Yuan et al. 2009, Chen et al. 2010). Los hongos enddfitos
también han sido reconocidos por la produccion de
metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas,
antiparasitarias y anticancerigenas (Aly et al. 2011) o de
moléculas de interés industrial como las celulasas (Cabezas
et al. 2012).

Considerando la riqueza de especies de orquideas en
nuestro pais y la importancia ecoldgica de los hongos
endofitos, en este estudio se determind la diversidad y
composicion de la micobiota endéfita en dos especies del
género Cattleya cultivadas en invernadero y se compard
la estructura de la comunidad de acuerdo al microhabitat
colonizado (foliar o radicular) en cada una de las especies.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de hongos endoéfitos. Las plantas de C.
percivaliana y C. trianaei fueron recolectadas en el
invernadero El Cerro, de la Sociedad Colombiana de
Orquideologia (SCO), ubicado en el municipio de Fredonia
(Antioquia), Colombia, a 1.920 m. s. n. m.

Por cada planta se analizaron dos tejidos, una hoja y una
raiz, muestreandose en total 50 hojas y 50 raices sanas de
mayor edad (las que mostraron mayor tamafio y espesor)
por especie. De cada hoja y raiz sin velamen se tom6 un
fragmento de tejido que fue desinfectado superficialmente
de forma individual en soluciones estériles, de acuerdo
con el protocolo establecido por Unterseher y Schnittler
(2009) con modificaciones. Los fragmentos se sumergieron
en agua destilada estéril durante 30 s tres veces, y
posteriormente, en solucioén de etanol 70% durante 60 s,
seguido por lavado en hipoclorito de sodio 1% durante 5
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min y etanol 70% por 30 s. Finalmente, los fragmentos se
enjuagaron en agua destilada estéril para eliminar el exceso
de hipoclorito y etanol y se secaron con papel absorbente
estéril. De cada fragmento se retird la fraccion de 3 mm
de los bordes para eliminar las regiones que pudieron haber
sufrido oxidacion. Cada tejido de hoja y de raiz desinfectado
se cort6 en 34 fragmentos de 5 mm? y 5 mm, respectivamente,
de los cuales 24 fueron colocados en la superficie de agar
papa dextrosa (PDA, Merck). Diez fragmentos se emplearon
como control para determinar la viabilidad tisular posterior
a la desinfeccion mediante el protocolo de la sal de
tetrazolio segun Dixon y Gonzales (1994). Los cultivos
fueron incubados durante 15 dias a temperatura ambiente
registrando cada 24 h la presencia o ausencia de colonias
en el medio. Como control del proceso de desinfeccion
se sembraron en PDA cinco alicuotas de 1 ml del agua
destilada del enjuague final, ya que si la eliminacién de
la microbiota epifita fue efectiva esta solucién debe estar
estéril. Los controles también fueron incubados por 15
dias. Los fragmentos en los que no se observé desarrollo
de micelio fueron sometidos a analisis de viabilidad para
garantizar que la ausencia de crecimiento no fue causada
por la muerte del tejido (Dixon y Gonzales 1994).

Identificacion de los hongos endéfitos. Se obtuvieron
cultivos axénicos a partir de las colonias que se desarrollaron
en los tejidos. La identificacion taxondmica de los hongos
se realizd considerando los caracteres macroscopicos y
microscopicos. Las descripciones morfoldgicas de las
colonias se realizaron a los 10 dias de cultivo en PDA.
La caracterizacion microscopica se realizdo mediante la
técnica de microcultivo en PDA, agar avena y agar V8.
El microcultivo fue coloreado con azul de lactofenol y/o
rojo fenol a los 15 dias de incubacién. La identificacion se
realizd siguiendo las claves de Barnett y Hunter (1998).

Analisis de los datos. La incidencia de hongos endoéfitos
fue comparada a nivel de especie y tejido, también se
realizd un analisis intraespecifico comparando ambos
tejidos. Estas comparaciones se hicieron mediante prueba
de Chi-cuadrado utilizando el software IBM SPSS 20.

La frecuencia de colonizacion (% FC) de cada género
por tejido fue calculada como la relacion entre el nimero
de fragmentos positivos para el género y el nimero total de
fragmentos muestreados, expresado como un porcentaje:

numero de fragmentos positivos para el género fungico
24 fragmentos muestreados por tejido/planta
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La abundancia relativa se definié como el numero de
aislados por género dividido el ntimero total de aislados
por especie vegetal en cada tejido.

Los indices Jaccard, Shannon y Simpson, la riqueza
estimada y las curvas de acumulacion de los géneros
endofitos se calcularon en EstimateS 9.0 y para el
analisis de cada resultado se consideré la especie vegetal
hospedera, el tejido y los géneros identificados en cada
una de estas.

RESULTADOS

Riqueza y diversidad de la micobiota endéfita. Se
obtuvieron aislados fungicos a partir de los tejidos
foliares y radiculares de las dos especies de Cattleya
cultivadas en condiciones de invernadero. El protocolo
de desinfeccion empleado en este estudio para eliminar la
microbiota epifita fue efectivo y no se observo crecimiento
de microorganismos en el control de esterilidad. La
prueba de tetrazolio indicd que la desinfeccion no afectd
la viabilidad de ningin fragmento vegetal, tanto en los
evaluados posterior al proceso, como en los que no se
observo crecimiento a los 15 dias de incubacion.

Se evaluaron 1.200 fragmentos de hoja y la misma
cantidad de raiz a partir de 50 plantas de C. trianaei y 50
de C. percivaliana. El crecimiento de hongos endofitos
en los fragmentos se evidencid después de ocho dias
de incubacion. La incidencia de la micobiota endofita
no varié significativamente a nivel de tejido y especie
(tejido: X? = 0,128; especie: X> = 0,151; P > 0,05); asi
como tampoco ocurrié6 en comparaciones realizadas
intraespecificamente (hoja y raiz en C. trianaei X*>=0,373;
hoja y raiz en C. percivaliana X* = 0,183 P > 0,05). La
totalidad de fragmentos positivos fue 6,7%, a partir de los
que se obtuvieron 323 aislados fingicos clasificados en 14
géneros y 5 morfotipos que a pesar de no ser identificados
se determind que corresponden a géneros diferentes.

En C. trianaei 23 plantas fueron colonizadas, lo que
correspondi6 al 46% de las muestras, de las cuales
5 fueron positivas en los dos tejidos evaluados. Se
obtuvieron 276 fragmentos positivos (36 foliares y 240
radiculares), colonizados por 17 géneros. En las muestras
de C. percivaliana el porcentaje de plantas positivas fue
inferior, 32% (16 plantas), y solamente en una se observo
crecimiento tanto en hoja como en raiz. Se registraron
47 fragmentos positivos (13 foliares y 34 radiculares)
colonizados por 9 géneros (tabla 1).
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Tabla 1. Frecuencia de colonizacion de tejidos (hoja, raiz, o ambos tejidos) de plantas de Cattleya percivaliana y
Cattleya trianaei, por géneros de hongos endofitos (Pl = planta; Coll = Colletotrichum; Fus = Fusarium; Scl = Sclerotium;
Bot = Botryotrichum; Aur = Aureobasidium; Chr = Chromelosporium; Gon = Gonatobotrys; Mon = Monilinia; Cla =
Cladosporium; Cur = Curvularia; Glo = Gloeosporium; Tri = Trichoderma; Exo = Exophiala; Nod = Nodulisporium; mf
1, 2, 3, 4, 5 = hongos endofitos no identificados; T Gn = Total de géneros; ¥ Gn = sumatoria de géneros)

Hojas
Especies Pl Coll Fus Scl Bot Aur Chr Gon Mon Cla T Gn

1 8,3 1

2 4,2 1

3 4,2 1

C. trianaei 4 4,2 4,2 2
5 4,2 4,2 2

6 8,3 8,3 8,3 4,2 4

7 8,3 16,6 8,3 8,3 4,2 4,2 6

1 4,2 1

2 12,5 1

C. percivaliana 3 8,3 1
4 4,2 1

5 4,2 4,2 2

Raices
Especies Pl Coll Fus Scl Bot Cur Glo Tri mf2 mf3 mf4 mf5 TGn

1 62,5 1

2 4,2 1

3 75 1
4 83,3 8,3 2
5 12,5 12,5 2
C. trianaei 6 8,3 4,2 2
7 66,6 12,5 16,6 3
8 8,33 458 8,33 3
9 50 12,5 4,2 3
10 16,6 54,2 4,2 20,8 4
11 37,5 33,3 8,33 20,8 4

1 12,5 1

2 8,33 1

3 8,33 1

4 4,2 1

5 8,3 1

C. percivaliana

6 8,33 1

7 8,33 1

8 16,6 1

9 16,6 1

10 20,8 1
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Ambos tejidos

Hojas Raices
Especies Pl Coll Fus Mon Exo Nod Tri TGn Fus Sl  Aur mf1i TGn IGn
T 8,3 1 95,8 1 2
2 4,2 1 20,8 1 2
C. trianaei
3 8,3 1 70,8 1 2
4 12,5 1 20,8 1 2
5 4,2 1 50 33,3 2 3
C. percivaliana 1 12,5 4,2 2 29,2 1 3

El analisis de colonizacion de acuerdo al tejido indicéd que
en las dos especies se presentaron plantas con enddfitos
unicamente a nivel foliar, radicular o en ambos tejidos;
en C. trianaei de las 23 plantas colonizadas se registraron
7 (30,4%), 11 (47,8%) v 5 (21,7%), respectivamente,
mientras que de las 16 colonizadas de C. percivaliana estos
valores fueron mayores para hoja y raiz, 5 (31,2%) y 10
(62,5%), y solamente en una planta se observo la presencia
de endofitos en los dos tejidos (6,3%).

Los enddfitos aislados fueron clasificados en 19 géneros
y cinco de estos que no presentaron estructuras que
permitieran la identificacion taxonémica se denominaron
como mf 1, mf 2, mf 3, mf 4 y mf 5 (figura 1). De
acuerdo con las observaciones microscopicas mf 1
podria corresponder a Epicoccum, en mf 2 se observaron
granulos phaeoides por lo que podria ser clasificado como
Botryotrichum, Humicola o Phymatotrichum; mf 3 fue
similar a Phialophora o Chloridium, y de mf 5 no se
observaron estructuras caracteristicas que permitieran la
aproximacion a algin género. El género Fusarium fue el
mas abundante a nivel de raiz en las dos especies, mientras
que en la hoja fueron Colletotrichum y Sclerotium (figura 2).

En las plantas de C. trianaei se identificaron 17 géneros,
de los cuales se reportaron 10 en hoja y 12 en raiz. Los
géneros aislados exclusivamente de las hojas de C. trianaei
fueron Chromelosporium, Exophiala, Gonatobotrys,
Monilinia y Nodulisporium, mientras que en raiz fueron
Curvularia, Gloeosporium, mf 1, mf 2, mf 3, mf 4, y
Trichoderma. Los géneros que se registraron en los dos
tejidos correspondieron a Aureobasidum, Botryotrichum,
Colletotrichum, Fusarium y Sclerotium (figura 3). En

C. percivaliana se aislaron 9 géneros, de los cuales se
presentaron 6 en hoja y 4 en raiz. Los géneros aislados
exclusivamente en las hojas de C. percivaliana fueron
Botryotrichum, Cladosporium, Colletotrichum, Monilinia
y Trichoderma, mientras que en raiz se identificaron
Fusarium, mf 2 y mf 5, y en los dos tejidos se registrd
Sclerotium (figura 3).

La riqueza observada en las dos especies vegetales en cada
tejido fue similar a la estimada (Chaol) excepto en hojas
de C. percivaliana, y de acuerdo con los valores de la
pendiente (C. trianaei hoja = 0,06 y raiz = 0,084; C.
percivaliana hoja = 0,04 y raiz = 0,036) el inventario es
confiable (Jiménez y Hortal 2003) (figura 4).

En plantas de C. trianaei colonizadas inicamente en tejido
foliar el 42,8% presentd un género por planta, 28,6%
2 géneros, 14,3% 4 géneros y el nimero maximo fue 6
géneros por planta (14,3%). Sclerotium fue el género
dominante aislandose de 6 plantas y con mayor frecuencia
de colonizacién (% FC = 17) (tabla 1). En plantas
colonizadas tnicamente en la raiz los géneros por planta
variaron entre 1 y 4, plantas en las que se observo 1,2y 3
géneros correspondieron a 27,3% en cada caso, mientras
que las que presentaron 4 géneros representaron 18,2%.
Fusarium fue el género dominante (72,7%), colonizando
en una de las plantas el 83,3% de los fragmentos
analizados. El 60% de las plantas colonizadas en los
dos tejidos presentaron dos géneros diferentes, uno en
cada tejido, en el 20% se registraron tres géneros, uno
en la hoja (Exophiala) y dos en la raiz (Aureobasidium y
Fusarium) y en el 20% restante se observo que Fusarium
fue el tnico género aislado en los dos tejidos, ademas fue
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Figura 1. Colonias de los hongos enddfitos en agar papa dextrosa (PDA). Géneros aislados de hojas: A. Aureobasidium;
B. Botryotrichum; C. Colletotrichum; D. Fusarium; E. Trichoderma; F. Exophiala; G-L. Sclerotium y M-N. Monilinia.
Géneros aislados de raices: 0. mf 1; P. Curvularia; Q. mf 2; R. mf 2; S. mf 3; T. Botryotrichum; U. mf 4y V. mf 5

el género dominante en la raiz de plantas que presentaron
colonizacion simultanea (tabla 1).

Las plantas de C. percivaliana fueron colonizadas por

nueve géneros, seis de estos se identificaron en hoja
y cuatro en raiz. Cinco plantas presentaron endofitos

312

Unicamente en la hoja, del 80% de estas se aislo solamente
un género por planta, mientras que el 20% restante fue
colonizado por dos géneros. Colletotrichum fue el género
que se asocié a mayor nimero de plantas, aislandose
a partir de dos de las cinco, con % FC de 4,2 y 8,3; y
Sclerotium fue el endofito del que se registr6 mayor
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Figura 2. Abundancia relativa de los géneros aislados de hongos enddfitos en dos especies de Cattleya. A. Cattleya
trianaei; B. Cattleya percivaliana (en las grdficas circulares el drea blanca indica la abundancia relativa de cada género

en raiz y la gris a nivel de hoja)

frecuencia de colonizacion. Las plantas colonizadas
unicamente en raiz presentaron un género por planta,
Fusarium fue el mas dominante y también presentd mayor
frecuencia de colonizacion. La tnica planta positiva en
ambos tejidos presento tres géneros, Colletotrichum (%
FC=13)y Trichoderma (% FC=4,2) en hoja'y Fusarium
(% FC = 29) en raiz (tabla 1).

En las dos especies a nivel de hoja los géneros en comin
fueron Botryotrichum, Colletotrichum, Monilinia y
Sclerotium, y en raiz Fusarium, Sclerotium y mf 2. Al
comparar en cada especie de Cattleya la comunidad

de endoéfitos de hoja y de raiz, la similitud fue mayor
en C. trianaei (Jaccard = 0,29) que en C. percivaliana
(Jaccard = 0,11). También se observaron diferencias al
contrastar un mismo tejido entre las dos especies, con
cuatro géneros compartidos en hoja (Jaccard = 0,3) y
tres en raiz (Jaccard = 0,231).

Los indices de Shannon y Simpson mostraron que
la diversidad fue mayor en C. trianaei que en C.
percivaliana y al comparar los valores de la diversidad
a nivel de tejido esta fue mayor en hoja que en raiz
(tabla 2).
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A. Cattleya percivaliana B. Cattleya trianaei

Aureobasidium

Chromelosporium
Cladosporium Botryotrichum / Exop hiala
Uileiee it Colletotrichum Fusarium
Monilinia Gonatobotrys
Sclerotium Nodulisporium
Aureobasidium
(> Botryotrichum
Colletotrichum
Fusarium __ Curvularia
mf 2 Gloeosporium
Sclerotium mf 1, mf2, mf 4
Trichoderma

Figura 3. Géneros aislados de hongos enddfitos en cada especie de Cattleya. A. Cattleya percivaliana; B. Cattleya
trianaei (los géneros estdn ubicados segun el tejido —hojas, raices— del que fue aislado; los géneros comunes se ubican

en el drea central en el respectivo tejido)
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Figura 4. Curvas de acumulacion de géneros de hongos endofitos en: Cattleya trianaei: A. Hojas; C. Raices. Cattleya
percivaliana: B. Hojas; D. Raices (Linea sdlida = riqueza observada; linea punteada = Chao 1; area gris = intervalo de

confianza 95% de la riqueza observada)
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Tabla 2. Estimativos de diversidad en invernadero de los hongos endofitos aislados de hojas y raices de Cattleya

percivaliana y Cattleya trianaei

indice Hoja Raiz
C. trianaei C. percivaliana C. trianaei C. percivaliana
Shannon 2 1,48 1,26 0,73
Simpson 7 4,33 2,03 1,55
DISCUSION embargo, en este estudio el porcentaje de plantas positivas

Las plantas interactian con comunidades microbianas
establecidas en la superficie y al interior de sus tejidos,
constituyendo un sistema complejo denominado
microbioma que da lugar a interacciones positivas y
negativas (Newton et al. 2010). Entre estas comunidades
se encuentran los microorganismos endoéfitos, los cuales
colonizan asintomaticamente el interior de los tejidos
estableciéndose como mutualistas, comensalistas o en
algunos casos patdgenos o saprofitos latentes (Porras-
Alfaro y Bayman 2011).

Los métodos para el estudio de microorganismos endofitos
requieren estricta garantia de que la comunidad epifita
ha sido eliminada, de tal forma que se seleccione y
desarrolle inicamente la microbiota que se encuentra al
interior del tejido. Convencionalmente, el aislamiento de
hongos endofitos se ha efectuado mediante desinfeccion
superficial asegurando que ademés de eliminar la
microbiota acompafiante, la viabilidad del tejido no se
vea afectada y los microorganismos endoéfitos puedan
desarrollarse (Schulz et al. 1993). La efectividad de
un protocolo de desinfeccion, ademds de los controles
propuestos, puede evaluarse de acuerdo al tiempo de
aparicion de los microorganismos en el medio, siendo
menor el de los epifitos que el de los endofitos (Arnold
2007). En este estudio el desarrollo de la micobiota
endoéfita del tejido foliar y radicular de C. trianaei y
C. percivaliana se observo a partir de una semana de
incubacion, al igual que lo reportado por Sudheep y
Sridhar 2012, y no se detectd crecimiento en los cultivos
realizados en el agua de enjuague, lo que indicé una
desinfeccion correcta del tejido.

El estudio de la riqueza y diversidad de hongos endofitos ha
permitido hipotetizar que una planta puede estar colonizada
por al menos un endofito (Arnold y Lutzoni 2007), sin

fue inferior respecto a lo reportado en otras especies de
orquideas. En otro estudio se observo que el 100% de
los tejidos analizados de Dendrobium devonianum y
Dendrobium thyrsiflorum fueron colonizados (Xing et al.
2011). Todos los tejidos fueron viables después del tiempo
de incubacion lo que indico que la ausencia de colonizacion
observada en este trabajo no fue efecto de la pérdida de la
integridad del tejido.

En total se identificaron 19 géneros, la mayoria de los
aislados se observaron en su estado anamorfico y cinco
morfotipos no pudieron ser identificados. Es frecuente que
se presente esta dificultad en los estudios de diversidad de
hongos endofitos y se debe principalmente a que estos no
esporulan en medios de cultivos artificiales y a que en su
mayoria no han sido descritos (Bayman y Otero 2006). En
la actualidad algunas de las de herramientas moleculares,
como el uso de la secuenciacion de las regiones ITS
(Internal Transcribed Spacer) permiten la identificacion
de estos aislados (Chen et al. 2011).

Los géneros identificados en este estudio que se han
reportado en orquideas epifitas, fueron Colletotrichum
en Encyclia fragrans, Fusarium en Epidendrum porpax,
Trichoderma en Lepanthes caritensis, Cladosporium en
Pleurothallis periodica, Sclerotium en Dendrobium, y
Aureobasidium y Curvularia en plantas no identificadas.
Ademas se identificaron géneros aislados exclusivamente
de hoja, de raiz o de ambos tejidos, sin embargo, no se
puede indicar que la presencia de un género en un tejido o
especie sea un caso de especificidad ecoldgica considerando
la cantidad de factores que influyen en la colonizacion, la
diversidad de hongos enddfitos y la detectabilidad del
método de estudio, siendo necesaria la validacion de este
fenomeno. En orquideas no hay evidencia de hongos
endofitos hospedero-especifico, los enddfitos que se
han registrado corresponden a especies aisladas en otras
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plantas. En las orquidaceas se ha evidenciado que las
diferencias en la composicion de especies se presentan
dependiendo del habito de crecimiento de cada planta, por
ejemplo, en las terrestres Phialocephala es el género mas
frecuente, mientras que en las epifitas se han reportado
Epicoccum, Hadrotrichum, Lasiodiplodia, Pestalotiopsis
y Xylaria (Bayman y Otero 2000).

En este estudio las curvas de acumulacion de especies
indicaron que la riqueza observada fue similar a la
estimada, lo que sugiere que los géneros no detectados
estan representados por microorganismos con algun
requerimiento especial o de lento crecimiento (Vartoukian
etal. 2010) los cuales no se desarrollan bajo las condiciones
experimentales empleadas en este estudio.

A nivel de especie y tejido se observaron diferencias en
la composicion de las comunidades de enddfitos, como
lo observado en dos especies de Dendrobium (Chen et al.
2011). En este estudio la riqueza fue mayor en C. trianaei
que en C. percivaliana, y a nivel de tejido no se observo
una tendencia. En relacion a la diversidad, se encontrd
que los valores de C. trianaei fueron mayores que los de
C. percivaliana, y a nivel de tejido fueron menores en la
raiz que en la hoja como también se observo en el género
Vanda (Sudheep y Sridhar 2012).

Las diferencias en la riqueza y diversidad entre hoja y
raiz establecidas en algunos estudios se han atribuido
principalmente a la variedad de factores tanto bidticos,
incluyendo el genotipo de la planta, como abidticos que
afectan los tejidos (Aly etal. 2011, Ghimire etal. 2011). En el
filoplano los microorganismos estan sometidos a condiciones
como la desecacion y la radiacion UV y el ambiente se
caracteriza por ser oligotrofico, mientras que en el rizoplano
las condiciones son contrastantes, con alta humedad, baja
radiacion y alto contenido de materia organica (Atlas y Bartha
1997, Gamboa 2006). Estas presiones selectivas influyen
en la composicion y estructura de las especies asociadas
a un hospedero (Arnold 2007). Bayman y Otero (2006)
indicaron que hojas y raices de orquideas epifitas al estar
en el mismo ambiente no presentan diferencias en la
comunidad de hongos endofitos, tal como se evidencio
en orquideas del género Lepanthes (Bayman et al. 1997).

La mayoria de los microorganismos endoéfitos asociados
a la hoja se establecen como epifitos y posteriormente
penetran el tejido (Porras-Alfaro y Bayman 2011), los
géneros Aureobasidium 'y Cladosporium, identificados
en este estudio, se han reportado con esta capacidad
(Arnold 2007).
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La mayor riqueza observada en hoja por planta respecto
a la de raiz podria estar explicada por el potencial del
endofito para colonizar, establecerse e inhibir el desarrollo
de otros enddfitos. Sobre esto se ha observado que en la
raiz de orquideas epifitas los hongos enddfitos pueden
desencadenar mecanismos de resistencia inducida mediante
la produccion de fitoalexinas como el orquinol, para evitar
la colonizacion de otros hongos, endofitos o micorricicos,
afectando de esta manera la diversidad en este tejido
(Schulz 2006).

Fusarium fue el Unico género que se desarrollo en el
tejido foliar y radicular de la misma planta, colonizando
con mayor frecuencia la raiz. Este género se ha registrado
como enddéfito y patéogeno de diferentes tejidos y
hospederos, y también asociado a las raices de las
orquideas promoviendo su crecimiento (Ovando et
al. 2005, Tan et al. 2012, Tao et al. 2012). La especie
Fusarium semitectum induce la formacion del protocormo
y la germinaciéon de las semillas de Cypripedium
reginae, y Fusarium proliferatum, aislado de Dendrobium
moschatum, promueve su crecimiento mediante la
produccion de giberelinas (Tsavkelova et al. 2008).
Especies de este género también han sido encontradas
como patdégenos, en catleyas por ejemplo Fusarium
oxysporum causa la pudricion radicular provocando la
muerte de la planta (Angel et al. 2001).

Colletotrichum, al igual que Fusarium se ha registrado
como un endo6fito cosmopolita y hemibidtrofo y también
como fitopatdégeno y endoéfito dependiendo de la especie
vegetal (Freeman et al. 2001). En un estudio en el que
Colletotrichum acutatum, aislado de Fragaria sp., se
inocul6 en plantas de Capsicum annuum, Fragaria sp.,
Phaseolus vulgaris, Solanum melongena y Solanum
lycopersicum, se observo antracnosis solamente en esta
ultima, a pesar de encontrarse asociado a las otra especies
como endoéfito y/o epifito sin causar enfermedad. En
orquideas este género ya ha sido aislado como endéfito, y
en catleyas como patogeno causando antracnosis (Angel et
al.2001), siendo este el primer reporte como endofito foliar de
C. percivaliana y C trianaei. Aunque las bases genéticas
de la comunicacion simbiotica no han sido esclarecidas,
estudios al respecto han mostrado que algunos aislados
de especies fungicas pueden desarrollarse estableciendo
interacciones positivas o negativas dependiendo del genotipo
del huésped colonizado (Unterseher y Schnittler 2010).

En este estudio se evidencid la presencia de endofitos
en orquideas mantenidas en invernadero, observandose
diferencias en el nimero de plantas colonizadas y
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diversidad de los endofitos seglin la especie y tejido
colonizado siendo mayor en C. frianaei y en el tejido
foliar. Este es el primer reporte de la presencia de hongos
endofitos no micorrizicos en especies del género Cattleya,
de acuerdo con la revision realizada por los autores. Los
resultados originados de este trabajo son importantes
y significativos ya que contribuyen al conocimiento de
la diversidad de microorganismos endoéfitos del pais,
constituyendo la base para la realizacion de estudios que
determinen el potencial biotecnoldgico de esta micobiota
y su uso en la conservacion de estas especies vegetales de
importancia social y econdmica.
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