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RESUMEN

Anteriormente las orquideas eran consideradas como generalistas en sus interacciones con enddfitos; tras el avan-
ce en el estudio de su fisiologia se dio por sentado de que existe cierta variacion en sus niveles de especificidad,
incluso dentro de especies relacionadas filogenéticamente. Con el propoésito de describir la micobiota enddfita
asociada al género Maxillaria en dos reservas naturales del departamento del Quindio. Se realiz6 un aislamiento
y caracterizacion taxonomica de endofitos a partir de 576 fragmentos de tejido radicular provenientes de or-
quideas pertenecientes al género Maxillaria. Se obtuvieron 268 asilados clasificados en 4 géneros de hongos
enddfitos; caracterizados macroscopica y microscopicamente; los géneros asilados con mayor frecuencia fueron
los correspondientes al género-forma Rhizoctonia, representado por los géneros Tullasnela y Ceratobasidium.
Se observaron diferencias en el nimero de plantas colonizadas por especie vegetal y por zona de muestreo. En
conclusion, a pesar de ser un trabajo basado en caracteres morfotaxondmicos, se registran morfotipos del género
forma-Rhizoctonia presentes en las zonas estudiadas, ademas este trabajo es la primera contribucion Colombiana
que documenta de manera sistematica algunos aspectos de la relacion hongo orquidea en el departamento del
Quindio y en el género Maxillaria.

Palabras claves: Interacciones, especificidad, aislados, colonizacién, morfotaxondmicos.

ABSTRACT

Previously orchids were considered generalists in their interactions with endophytes; after the breakthrough
in the study of physiology it was assumed that there is some variation in their levels of specificity, even wi-
thin phylogenetically related species. In order to describe the endophytic mycobiota associated with the ge-
nus Maxillaria in two nature reserves in Quindio. Isolation and taxonomic characterization of endophytes
was carried out from 576 fragments of root tissue from orchids of the genus Maxillaria. 268 inmates classi-
fied into 4 genres of endophytes were obtained; characterized macroscopically and microscopically; asylees
genres most frequently were those relating to form genus Rhizoctonia, represented by genus Ceratobasi-
dium and Tullasnela. Differences in the number of plant species colonized by sampling area and plants were
observed. In conclusion, despite being a work based on morphotaxonomic characters, morphs of form genus
Rhizoctonia are recorded in the study areas, in addition this work is the first Colombian contribution to sys-
tematically documenting some aspects of the relationship fungus-orchid from Quindio and genus Maxillaria.

Keywords: Interaction, specificity, isolated, colonization, morphotaxonomic.
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INTRODUCCION

Colombia cuenta con cerca de 4.200 especies de
orquideas silvestres, agrupadas en 232 géneros (1).
Sin embargo, en las ultimas décadas se ha registra-
do una disminucion alarmante de sus poblaciones en
el pais, debido al trafico y comercializacion ilegal de
especies atractivas, ademas de otras actividades hu-
manas como la mineria y la ampliacién de fronteras
agricolas y ganaderas (2). Alexander (3) plantea que
estas ultimas han provocado la modificacion drastica
de ecosistemas naturales, afectando la distribucion y
abundancia de gran numero de especies vegetales, in-
cluyendo las orquideas.

La literatura sobre hongos enddfitos y hongos forma-
dores de micorrizas en orquideas esta estrechamente
relacionada y a veces es imposible discutir estas aso-
ciaciones por separado. El termino endofito se refiere
a los microorganismos que crecen dentro de los teji-
dos vegetales sin causar sintomas de enfermedad pero
sin asumir o excluir la posibilidad de beneficio para
ambas partes (4-6). Por el contrario, el concepto de
micorriza se enfoca en la parte funcional y describe
una relacion comtiinmente mutualista (7-9). Estudios
recientes como los de Bayman y Otero (4) y Tan et al.,
(10) resaltan el papel que cumplen los enddfitos en
la proteccion de la planta frente a ataques de patoge-
nos, ya sea por la sintesis de metabolitos secundarios
o por el mejoramiento en la nutricion a través de la
disponibilidad de los nutrientes (11). A pesar de esto,
estudios como los de Bayman et al., (12) muestran la
falta de profundizacion en el conocimiento de las im-
plicaciones que tienen dichas asociaciones y ponen en
discusion la necesidad de conocer mas a fondo temas
como la importancia de los endofitos en la fisiologia
de las plantas hospedera y su verdadera significan-
cia funcional para lo cual, en primera instancia, se
hace necesaria una descripcion de los enddfitos que
comunmente se asocian a las diferentes especies de
orquideas.

El género Maxillaria ademas de la vistosidad de sus
flores y complejas formas, se caracteriza por presen-
tar una amplia distribucion a lo largo y ancho del
territorio quindiano (1, 13-17), por lo que podrian ser
parte fundamental de los ecosistemas de la region. La
implementacion de herramientas como el uso adecua-
do de microorganismos, especificamente organismos
endofitos asociados a las raices terrestres y hongos en-
dofitos formadores de micorriza en orquideas, sin dis-

criminar importancia econémica u ornamental, brinda
la posibilidad de generar estrategias de conservacion
enfocadas en la incursion del uso de herramientas
amigables con el ambiente (18); otorgando no solo el
reconocimiento a paises como Colombia por el uso de
nuevas herramientas en pro de la conservacion, sino
también la ampliacion en el conocimiento de relacio-
nes ecoldgicas tan complejas como lo es el caso de las
orquideas y sus endofitos.

Con respecto al aislamiento y descripcion de hongos
endofitos presentes en orquideas epifitas neotropica-
les, poco se sabe al respecto. Girlanda et al., (19) en
aislados obtenidos de pelotones en orquideas de Bra-
sil revel6 la presencia de los anamorfos Epulorhiza
repens, Epulorhiza epiphytica, Epulorhiza spp. y Ce-
ratorhiza spp. En el caso particular de Colombia y
especialmente en el departamento del Quindio, pocos
han sido los trabajos que han documentado los en-
dofitos asociados a orquideas. Otero y Bayman (20),
dan un listado preliminar de algunos géneros-forma,
aislados de orquideas del género Vanilla en Colom-
bia. Sin embargo, sobre los hongos asociados a otras
especies de orquideas epifitas y terrestres no existe
ningun trabajo (21) y el presente constituye el primer
registro para especies de orquideas en el departamen-
to del Quindio.

Considerando la riqueza de especies de orquideas en
nuestro pais y la importancia ecoldgica de los hongos
endofitos, el presente trabajo se realizé con el objetivo
de describir la micobiota endofita asociada al género
Maxillaria en dos reservas naturales del departamen-
to del Quindio, Colombia.

MATERIALES Y METODOS.

Area de estudio: La reserva natural La montafia del
Ocaso esta localizada en la vereda El Laurel, al sur
del municipio de Quimbaya y noroccidente del muni-
cipio de Montenegro, en el departamento del Quindio
(4°34°08”N; 75°51°0370). La reserva esta conforma-
da por un relicto selvatico intervenido de 106 hecta-
reas, que presenta un rango altitudinal entre los 900-
1000 msnm en la confluencia de los rios La Vieja y El
Roble (15).

La reserva natural La Sonadora, finca La Merced
(4°26°17,6”N; 75°37°21,3”W) esta ubicada en el mu-
nicipio de Calarca (Quindio), sobre la vertiente occi-
dental de la Cordillera Central, entre los 3.000 a 3.150
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msnm. Hace parte de las 2.000 ha que el Comité de
Cafeteros del Quindio destino para la conservacion y
restauracion ecologica de la cuenca alta de los rios
Santo Domingo y Rio Verde.

Recoleccion del material biologico

Se recolectaron seis individuos por especie registra-
da en cada una de las reservas, (RNMO! : Maxillaria
acuminata’ , Maxillaria guareimensis y Maxillaria
equitans; RNS?: Maxillaria procurrens, Maxillaria
alticola,). Muestreandose un total de 36 ejemplares
en ambas zonas, los cuales fueron empacados en bol-
sas individuales y transportados hasta el laboratorio
de investigaciones del grupo BIOEDUQ donde se
procedio a retirar, de cada ejemplar, las raices que se
observaban en mejor estado, para luego ser almacena-
das en bolsas estériles termosellables a 4°C.

Aislamiento de hongos endéfitos.

La determinacion del medio de cultivo a usar se baso
principalmente en las caracteristicas biologicas y fi-
siologicas de los hongos microscopicos. El medio
de cultivo PDA enriquecido con acido lactico tiene la
infusion de papa como fuente de almidones, los cua-
les, en conjunto con la dextrosa son la base para el
crecimiento de hongos y levaduras. El bajo pH (3.5)
evita el crecimiento de las bacterias. Es comun utili-
zarlo en estudios de identificacion de hongos debido a
que mantiene activa la patogenicidad y capacidad de
producir propagulos de reproduccion de los mismos.

Por cada planta se analizaron cuatro tejidos radi-
culares sanos, los de mayor edad (Mayor tamafio y
espesor). Cada fragmento de tejido fue desinfectado
superficialmente de forma individual en soluciones
estériles, de acuerdo con el protocolo establecido por
Otero et al., (22) con modificaciones. Los fragmentos
se sumergieron en agua destilada estéril durante 30
segundos tres veces, y posteriormente, en solucion de
etanol al 70% durante 60 segundos, seguido por lava-
do en hipoclorito de sodio al 1% durante 5 minutos y
etanol al 70% por 30 segundos. Finalmente, los frag-
mentos se enjuagaron con agua destilada estéril para
eliminar el exceso de hipoclorito y etanol y se secaron
con papel absorbente estéril. Cada tejido de raiz des-
infectado se cortd en 4 fragmentos de 0,25 mm los

. Reserva natural La Montafa del Ocaso
2 Especie registrada en ambas reservas
3 .Reserva natural La Sonadora
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cuales fueron colocados en secciones claramente defi-
nidas (A, B, C, D) en cajas Petri con medio de cultivo
agar papa dextrosa (PDA, Merck), enriquecido con
acido lactico (500ul/11t).

Los cultivos fueron incubados durante 15 dias a tem-
peratura 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 fi-
nal, ya que si la eliminacion de la microbiota epifita
fue efectiva esta solucion debe estar estéril. Los con-
troles también fueron incubados por 15 dias.

Identificacion de los hongos endoéfitos.

Para la caracterizacion taxonémica de los hongos
aislados a partir de raices de orquideas, siguiendo el
protocolo establecido por Otero et al., (22) con modi-
ficaciones, se realizaron cultivos con tres repeticiones
de los hongos mediante rayado vertical, para obtener
un cultivo puro y homogéneo. Los hongos purificados
fueron almacenados en un sitio libre de contamina-
cion a temperatura ambiente por un lapso de 15 dias,
hasta su maduracion y determinacion de caracteristi-
cas morfoldgicas.

Mediante observacion directa se realiz6 la compa-
racion de caracteristicas macroscopicas y microsco-
picas con estructuras morfologicas y con las claves
taxonomicas de Barnett y Hunter (23) para géneros de
hongos microscopicos.

Para la identificacion macroscopica de los hongos
aislados se realizd la observacion de caracteristicas
como: textura, coloracion del micelio, presencia de
esclerocios y morfologia.

La observacion microscopica de los hongos aislados
se llevo a cabo mediante el montaje al microscopio
optico compuesto de fragmentos del cultivo, usan-
do la técnica de cinta adhesiva, realizando compa-
raciones de caracteristicas como: Hifas (alargadas o
anchas, ramificadas, con septos); estructuras de al-
macenamiento de esporas (esporangios o conidios);
ausencia o presencia de esporas.

Analisis de los datos

La incidencia de hongos endofitos fue comparada a
nivel de especie y zona de muestreo.
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La frecuencia de colonizacion (% FC) de cada géne-
ro fue calculada como la relacion entre el numero de
fragmentos positivos para el género y el nimero total
de fragmentos muestreados, expresado como un por-
centaje:

%FC =

# de fragmentos positivos para el géneiv fimgico

4 fragmentos verdaderos muestreados por tejido/planta :

La abundancia relativa de hongos se definié como el
numero de aislados por género dividido en el nimero
total de aislados por especie de orquidea.

La incidencia de hongos fue analizada a nivel de gé-
nero y especie de orquidea en cada zona por separado,
ésta se realiz6 mediante un analisis de componentes
principales utilizando el software InfoStat, donde fue
determinada la distribucion de los géneros de endofi-
tos en relacion a las especies de orquideas y a la zona
de estudio. Tomando como referencia los datos corres-
pondientes a la abundancia relativa de cada género de
hongo y frecuencia de colonizacion que presentd en

cada especie de orquidea e interpretando en la grafica
la distancia entre los puntos correspondientes a géne-
ros de endofitos y especies de orquideas, consideran-
do la cercania entre puntos como mayor incidencia
del género de endofito sobre la especie de orquidea.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Identificacion de los hongos endofitos: Se obtu-
vieron 576 fragmentos radiculares a partir de los 36
ejemplares colectados en ambas reservas. El creci-
miento de hongos endodfitos en los fragmentos fue
evidenciado después de ocho dias de incubacion.

La totalidad de fragmentos positivos fue del 46,5%, a
partir de los cuales se obtuvieron 268 aislados fungi-
cos clasificados en 4 géneros (Figura 1) dentro de los
cuales se reportan algunos que cominmente causan
enfermedades en otras plantas como lo son Ceratoba-
sidium, Tulasnella 'y Colletotrichum.

TRY : Paiel el N
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Segun Newton et al., (24) las plantas interactiian con
comunidades microbianas establecidas en la superfi-
cie y al interior de sus tejidos, constituyendo asi un
sistema complejo denominado microbioma que da lu-
gar a interacciones positivas y negativas. Teniendo en
cuenta dichas interacciones Porras- Alfaro y Bayman

Figura 1. Enddfitos aislados. a. Ceratobasidium; b. Colletotrichum; c. Sclero-
tium; d. Tullasnela.

(25) reportan que una caracteristica de los microorga-
nismos endofitos es la colonizacion asintomatica del
interior de los tejidos y su posterior establecimiento
como mutualistas, comensalistas o en algunos casos
patogenos o saprofitos, estos tltimos causando sinto-
matologias variadas en las plantas.
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Riqueza de la micobiota enddfita

Los géneros Ceratobasidium y Tulasnella fueron los
endofitos que presentaron una mayor abundancia re-
lativa (>0,25) con respecto a los demas géneros de
endofitos (Figura 2).

Ceratabasidium

Tulasnella

ST |

Género de enddfito

Colletatrichum .

0 10 20 30 40 50 60
Abundancia Relativa (%)

RNS EWRNMO

Micobiota endofita del género Maxillaria Ruiz & Pav. (Orchidaceae). Rodriguez y Lora.

4,00
Ceralobasidium

\
1

Il
. quareimersis',
M. scuminata \*
L ] b}
\u
\\
o
I\

o
[=
=

TF 2 (35,3%)
E=]
=
=

M equitans 7
//J
Tulasnella {7
-2,00
-4,00
400 200 000 2,00 400
CP1(48.0%)

Figura 2. Abundancia relativa de enddfitos. RNS (Reserva
natural La Sonadora); RNMO (Reserva natural La Monta-
fa del Ocaso).

Las abundancias relativas registradas muestran una
diferencia en los géneros presentes en ambas zonas,
por lo que la altitud podria ser considerada como un
factor limitante de la distribucion y posible asocia-
cion de estos hongos con orquideas, especialmente
los géneros Sclerotium y Colletotrichum los cuales
estuvieron restringidos solo a la zona de la Reser-
va Natural La Sonadora (Figura 2). Giusiano et al.,
(26) plantea que el desenvolvimiento de los hongos
endofitos experimenta, asimismo, la influencia de los
factores ecologicos, no solo por ser ellos sensibles a
dicha accion, sino también porque la receptividad de
las plantas varia segun cambian las condiciones del
suelo, humedad, sequedad, altitud etc. probablemente
la altitud a la cual se encuentran las orquideas en la
reserva natural La Montafia del Ocaso es un factor li-
mitante para el establecimiento de algunos géneros de
endofitos, ya sea por el cambio en la receptividad de
las orquideas o por presion ecologica.

El analisis de componentes principales agrupo las
variables obtenidas de la abundancia relativa de los
endofitos, la zona de muestreo y las especies de or-
quideas (Figuras 3 y 4); explicando para el caso de la
reserva natural la Montafia del Ocaso el 83,3% de la
variabilidad de los datos (Figura 3), mientras que para
la reserva natural La Sonadora el analisis explico el
51,3% de la variabilidad de los datos (Figura 4).
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Figura 3. ACP géneros de endofitos-vs-especies de orqui-
deas en la reserva natural La Montafia del Ocaso.

Teniendo en cuenta el analisis de componentes prin-
cipales para la reserva natural La Montafia del Ocaso
(Figura 3), la incidencia de los géneros de endofitos
aislados muestra que estos se encontraron distribui-
dos aleatoriamente, de tal manera que no se reportd
preferencia o especificidad de endofitos por alguna
especie en particular del género Maxillaria. En un
estudio similar Ordofiez (21) menciona que en orqui-
deas no hay evidencia de hongos endofitos hospede-
ro-especifico. Los endodfitos que fueron registrados
tanto en este estudio como en otros, corresponden a
géneros aislados en otras plantas y en casos especifi-
cos como Ceratobasidium 'y Tulasnella han sido rela-
cionados con graves infecciones en otras plantas. Asi
mismo Bayman y Otero (4) en un estudio realizado
con orquideas terrestres y epifitas encontraron que las
diferencias en la incidencia de géneros de endofitos
pueden variar dependiendo del habito, habitat, foro-
fito, entre otros aspectos relacionados con presiones
ecologicas que limitan tanto la distribucion del hongo
como la incidencia del mismo en determinadas plan-
tas.

El analisis de componentes principales para la reserva
natural La Sonadora (Figura 4) la incidencia de en-
dofitos en orquideas muestra que tampoco se reporta
preferencia o especificidad de endofitos por alguna
especie de orquidea, excepto en M. procurrens que
presentd aislados unicos correspondientes al género
Sclerotium (Figura 4).
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Figura 4. ACP géneros de enddfitos-vs-especies de orqui-
deas en la reserva natural La Montafa del Ocaso.

Para Hadley y Williamson (27), Benzing (28) y Goh
et al., (29) la ausencia de endofitos en algunas raices
aé—reas, asi como la incidencia discontinua o aislados
fingicos Unicos, también observada en otras especies,
refuerza la importancia del papel del substrato para
el establecimiento del endofito. En las orquideas te-
rrestres la infeccion en las nuevas raices ocurre rapi-
damente mediante propagalos existentes en el suelo o
por raices infectadas o muertas el afio anterior (30);
M. procurrens se caracteriza por presentar habitos
terrestres y encontrarse en grandes colonias con indi-
viduos que se regeneran constantemente, lo cual po-
dria estar explicando la presencia de un solo género
de hongo.

Los géneros Ceratobasidium y Tulasnella fueron ais-
lados tanto en orquideas terrestres como de orquideas
con habito epifito, lo cual apoya la evidencia que las
orquideas epifitas estan colonizadas por micorrizas de
la misma manera que las orquideas terrestres. Rivas,
Warner y Bermudez (31) reportaron que en la mayoria
de especies epifitas la infeccion es necesaria para la
germinacion de las semillas, en su estudio utilizaron
12 especies tanto de orquideas terrestres como epifi-
tas; de la misma manera Suarez et al., (2) utilizaron
20 especies epifitas de orquideas y ambos estudios
concluyeron que la mayoria de los individuos epifi-
tos utilizados en sus investigaciones presentaron una
densa colonizacion por hongos, similar a la encontra-
da en el presente estudio en los individuos con habitos
terrestres. Ambos géneros de endofitos pertenecien-
tes al género-forma Rhizoctonia; han sido reportados

en Australia por Warcup y Talbot (32), Otero et al.,
(33), Escocia por Warcup y Talbot (32), Puerto Rico
por Otero et al., (22, 33-36); Porras-Alfaro y Bay-
man, (25), y Colombia por Mosquera-Espinosa et al.,
(37). Este género-forma es un patdégeno de distribu-
cion mundial, asociado a enfermedades en plantas del
género Solanaceae 'y es ampliamente conocido por las
pérdidas que ocasiona, especialmente en la mayoria
de las plantas anuales y perennes incluyendo casi to-
dos los cultivos horticolas que se desarrollan dentro o
sobre el suelo (38).

El género Sclerotium se encuentra fuertemente rela-
cionado con enfermedades asociadas a especies del
género Catleya. Rivera-Coto y Corrales-Moreira (39)
lo clasifican como agente causal de pudriciones en
la raiz de orquideas del género Phalaenopsis y en la
base de la planta en Spathoglottis. En el presente es-
tudio los aislados de este género provenian de plan-
tas completamente saludables, por lo que Sclerotium
al ser aislado en el 96% de las muestras radiculares
podria estar cumpliendo un papel fundamental en el
establecimiento de las orquideas de la reserva natural
La Sonadora.

Rasmussen y Whitham (40) argumentan que las fluc-
tuaciones observadas en los endofitos, pueden estar
influenciadas por eventos climaticos como la lluvia
o la sequia. En éste caso segin datos de la estacion
meteorologica La espafiola (Quimbaya) los registros
pluviométricos de antes y durante la colecta de ejem-
plares en la reserva natural La Montafia del Ocaso
muestran una baja precipitacion (Tabla 1), mientras
que segun datos de la estacion meteorologica La Li-
nea (Calarcd) en la reserva natural La Sonadora se
registraron altas precipitaciones (Tabla 1) antes y
durante la fase de muestreo de ejemplares, razoén por
la cual la diversidad de endofitos formadores de mi-
corrizas en zonas geograficas o épocas del afio con
diferencias en variables altitudinales y climatologicas
constituye un tema de enorme interés, el cual no ha
sido estudiado. Rains ef al., (41) ha reportado que
en plantas epifitas distintas de las orquideas, que se
asocian a micorriza arbuscular y ericoide, la diversi-
dad micorrizica esta directamente influenciada por el
contenido de humedad en el sustrato organico o por
la humedad atmosférica, siendo de gran importancia
la presencia de musgos en los fordfitos y la fertilidad
de los suelos.
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Tabla 1. Registro climatologico para ambas reservas. Fuente: Estaciones meteorologicas CRQ y Proyecto Tunel

de la Linea.

Mes (2015)
Zona Variable Enero Febrero Marzo Abril Mayo
Temperatura (°C) 10,3 11,6 10,5 11,6 10,3
RNS* Humedad (%) 85 86 87 86 86
Precipitacion g6 340,2 232,4 173, 171,7
(mm)
Temperatura (°C) 243 25,6 24,1 25,7 24,7
RNMO**  Humedad (%) 70 72 72 72 71
Precipitacion 9.6 25,1 492 27,3 55,4
(mm)

*Reserva natural La Sonadora
**Reserva natural La Montafa del Ocaso

En conclusion a pesar de ser un trabajo basado solo en
caracteres morfotaxondomicos, existen morfotipos del
género forma-Rhizoctonia presentes en los habitats
estudiados. Los caracteres morfotaxonémicos coin-
ciden con dos de los géneros Teleomorficos frecuen-
temente aislados en orquideas terrestres y epifitas:
Ceratobasidium 'y Tulasnella. También es importante
resaltar que mas de un morfotipo estuvo presente en
una misma seccion de raiz, como ha sido reportado
por otros autores. Ademas que, en condiciones donde
dos o0 mas especies crecen relativamente cerca una de
otra, es posible que compartan los mimos simbiontes
fingicos, esto hace hincapié, que mas que una especi-
ficidad por especie haya una afinidad segun el sitio.

Finalmente se hace necesario aumentar los estudios

para conocer mas a fondo estas interacciones, la im-
portancia del papel que cumple en la fisiologia tanto
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de la planta hospedera como del endofito y su sig-
nificancia funcional. Para posteriores investigaciones
en enddfitos de orquideas se plantea la necesidad de:
realizar una taxonomia filogenética de los microorga-
nismos aislados, determinar los efectos fisiologicos y
consecuencias de la eficiencia de estos sobre sus hos-
pederos, asi mismo, la interaccion que se presenta con
otros organismos endofitos asociados a las plantas. De
esta forma, se podria determinar el potencial de es-
tos hongos en el control de patogenos (fungicidas y
bactericidas), resistencia al estrés, adquisicion de nu-
trientes etc., haciendo mas competitivos los cultivos.
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