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RESUMEN

Los microorganismos endéfitos crecen asintomaticamente al interior de los tejidos. En este estudio se
aislaron hongos enddfitos de hojas y raices de Cattleya percivaliana y de Cattleya trianaei cultivadas bajo
condiciones de invernadero y se determind su potencial biocontrolador y celulolitico. Se aislaron 323
hongos enddfitos a partir de 4800 fragmentos de tejido; estos aislados fueron clasificados en 19 géneros,
cinco de los cuales no pudieron ser identificados. Se observaron diferencias en el nimero de plantas
colonizadas y en la diversidad de los endofitos a nivel de especie y tejido, siendo mayor en C. trianaei y a
nivel de hoja. Se identificaron géneros que colonizaron exclusivamente algin tejido o ambos tejidos. Se
registraron en hoja: Nodulosporiun, Chromelosporium, Gonatobotrys, Exophiala, Monilinia y
Cladosporium; mientras que Curvularia, Gloeosporium y los cinco morfotipos no identificados
colonizaron solamente la raiz. Por ultimo, Aureobasidium, Fusarium, Sclerotium, Colletotrichum,
Botriotrychum y Trichoderma crecieron en ambos tejidos. Los géneros méas abundantes fueron Fusarium
en raiz, y Colletotrichum y Sclerotium en hoja. La evaluacion del potencial biocontrolador indic6 que un
aislado del género Sclerotium inhibi6 en mas del 99% el crecimiento de fitopatdgenos, como
Phytophthora cinnamomi y Colletotrichum sp. La actividad celulolitica fue mayor en los hongos aislados

de hoja sin embargo, la actividad no fue considerada alta de acuerdo con los estandares.
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ABSTRACT

Endophytic microorganisms grow asymptomatic within healthy plant tissues. In this study
endophytic fungi were isolated from leaves and roots of Cattleya percivaliana and C. trianaei
from greenhouses, in order to assess their potential as biocontrol agents and their cellulolytic
activity. A total of 323 endophytic fungi were isolated from 4800 tissue fragments; these fungi
isolates were classified into 19 genera, but five morphotypes could not be identified. Differences
in the number of individual plants colonized by the endophytics were observed, as well as in their
diversity by plant species and plant tissues, being higher in C. trianaei and in leaves. Endophytic
genera that colonized only leaves included Nodulosporiun, Chromelosporium, Gonatobotrys,
Exophiala, Monilinia, and Cladosporium, while Curvularia, Gloeosporium and the five
unidentified morphotypes only colonized roots. Finally, Aureobasidium, Fusarium, Sclerotium,
Colletotrichum, Botriotrychum and Trichoderma growth in both tissues. The most common
genera were Fusarium in roots, and Colletotrichum and Sclerotium in leaves. In regard to the
evaluation of the fungal biocontrol effect, an isolated of Sclerotium inhibited the growth of
phytopathogens like Phytophthora cinnamomi and Colletotrichum sp., by over 99%. The
cellulolytic activity was higher in fungi isolated from leaves, although this activity can not be
considered as high, according to usual standards.

Key words: endophytic, orchid, biological control, cellulolytic activity

INTRODUCCION

La familia Orchidaceae es una de las mas diversas con aproximadamente 20.000-35.000 especies,
de las cuales 10.849 estan registradas en el tropico (Pridgeon 1996 y Tan et al. 2012). En
Colombia se han reportado mas de 3.500 especies y 1.745 se encuentran en la region andina, esta
diversidad y la exuberancia de las flores han hecho que su cultivo y exportacion sean de interés
comercial y econdmico para el pais (Angel et al. 2001 y Sarmiento y Betancur 2006). Dentro de
los grupos con mayor valor comercial se encuentra el género Cattleya debido al tamafio de la flor,
la forma y los atractivos colores, sin embargo, la recolecta masiva y la destruccion de su habitat
han hecho que sus especies estén en peligro de extincion (Angel et al. 2001).



Las interacciones planta-microorganismo se han definido de acuerdo a los beneficios o costos que
le impliquen a la planta en su desarrollo y reproduccion, de esta manera, si los costos son
mayores la relacion se considera negativa, como las de patogenicidad, o en caso contrario se
denomina positiva (Newton et al. 2010). Entre las relaciones positivas més estudiadas se
encuentra la que establecen las micorrizas con las orquideas, las cuales promueven la
germinacion de las semillas, el desarrollo de las plantulas en estado juvenil y de protocormo, y
facilitan la adaptacién a diferentes condiciones ambientales (Chutima et al. 2011). Ademas de las
micorrizas, al interior del tejido vegetal se pueden desarrollar hongos endofitos no micorrizicos
(Schulz et al. 2006), los cuales se establecen en los espacios intercelulares, permaneciendo sin
inducir sintomas o signos visibles y se diferencian de las micorrizas porque no forman pelotones

al interior de las células vegetales (Wilson 1995, Schulz y Boyle 2005 y Hyde y Soitong 2008).

Los hongos endofitos han sido clasificados en dos grandes grupos: los clavicipitaceos, los cuales
infectan algunas gramineas, y los no clavicipitaceos que han sido aislados de la mayoria de
linajes de plantas terrestres. Estos grupos se diferencian, entre otras caracteristicas, por el tipo de
transmision, siendo mayormente vertical en el primero y horizontal en el segundo. Este criterio se
ha relacionado con su diversidad en la planta, en el caso de los clavicipitaceos generalmente es un
genotipo dominante el que coloniza una planta, mientras que en los no clavicipitaceos varias

especies pueden estar infectado a su hospedero (Rodriguez et al. 2009).

La transmision vertical hace referencia a la propagacion mediante semillas que transfieren el
endofito a la generacion siguiente y la horizontal se produce mediante la dispersion de los
simbiontes a través de vectores bidticos y abidticos (Gamboa 2006). En los estudios realizados
sobre la distribucion y diversidad de los hongos endéfitos se ha determinado que las plantas
albergan al menos una especie de estos endosimbiontes y que su riqueza e incidencia son
mayores en el trépico (Arnold y Lutzoni 2007). Una de las evidencias acerca de la transmision de
estos hongos fue descrita por Arnold et al. (2003) quienes observaron en Theobroma cacao
Linnaeus que la incidencia y la riqueza aumentan conforme a la edad como consecuencia de
varios eventos de infeccion presentados a largo del tiempo, el estudio indicé que el porcentaje de
infeccién incrementd con la edad de la hoja obteniendo valores del 82,2%, 95,6% y 100% en
hojas jovenes, maduras Yy viejas; este patrén se observd también en la riqueza, representada por

4,48, 6,23 y 8,69 morfotipos por hoja respectivamente.



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 fisioldgicas de la planta y
consecuentemente el microhabitat de los endofitos. (Aly et al. 2011). Por ejemplo,
Suryanarayanan y Vijaykrishna (2001) observaron que al comparar la composicion de hongos
endofitos en raices y en hojas aéreas de Ficus benghalensis Linnaeus menos del 2% de las
especies aisladas se compartian entre los dos tejidos.

Respecto a su funcidén en la interaccion con el hospedero, Arnold (2007), Sieber (2007) y
Slippers et al. (2007) indicaron que la relacion es de tipo mutualista disminuyendo la depredacion
de las plantas, favoreciendo la resistencia a condiciones de estrés y/o confiriéndoles proteccion
contra microorganismos fitopatdgenos y plagas. En la interaccion T. cacao-Moniliophtora
perniciosa (Stahel) Aime y Phillips-Mora se demostré que la presencia del hongo endofito
Gliocladium catenulatum Gilman y Abbott disminuye la incidencia de la escoba de bruja (Rubini
et al. 2005). De forma similar Nigrospora sp. inhibe el desarrollo de Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. y Sacc., patdgeno de Solanum betaceum Cavanilles (Delgado y
Véasquez 2010). En Zea mays Linnaeus el endofito Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., ya
reportado como entomopatdgeno, provoca la muerte de larvas de Ostrinia nubilalis Hibner (Bing
y Lewis 1992 y Vega et al. 2008). En ninguno de estos estudios se indican los mecanismos
moleculares que desencadenan dichos efectos.

Los hongos enddfitos también han sido reconocidos por la produccion de metabolitos secundarios
con propiedades antimicrobianas, antiparasitarias y anticancerigenas, entre otras. Los mas
conocidos entre estos ultimos son el paclitaxel, la vincristina y la camptoteticina producidas por
Taxomyces andreanae Strobel, Stierle, Stierle y Hess, Fusarium oxysporum Schltdl y
Entrophospora infrequens (1.R. Hall) Ames y Schneid respectivamente (Aly et al. 2011). Ademas
de su aplicacion farmacéutica este grupo de hongos constituye una alternativa en la industria de
los biocombustibles. Por ejemplo, Chaetomium globosum Kunze aislado de Vitis vinifera L. se
reportd por su capacidad para hidrolizar sustratos que contienen celulosa (Longoni et al. 2012), al
igual que Penicillium glabrum (Wehmer) Westling aislado de Espeletia spp. el cual puede ser
empleado con el fin de aprovechar la biomasa celulésica contenida en los racimos vacios de

palma de aceite (Cabezas et al. 2012).



En orquideas, los reportes de hongos endofitos se han hecho a partir de plantas establecidas en
ambientes naturales, en su mayoria en el neotropico. Algunos de los géneros que han sido objeto
de estudio corresponden a Lepanthes (Bayman et al.1997), Bletilla (Tao et al. 2012), Ophrys,
Anacamptis, Orchis, Serapias (Gezgin y Eltem 2009), Dendrobium (Yuan et al. 2009 y Xing et
al. 2011), Pectelis (Chutima et al. 2011), Bulbophyllum, Vanda (Sudheep y Sridhar 2012) y
Holcoglossum (Tan et al. 2012); algunos de estos géneros con registros en Colombia. Entre los
hongos endd6fitos reportados con mayor abundancia fueron Aspergillus flavus Link con un
porcentaje de abundancia relativa mayor al 17% en Bulbophyllum y Vanda, Guignardia con una
frecuencia relativa de ocurrencia en fragmentos superior al 7% en Bletilla y un 24,4% en
Dendrobium. nobile Lindly. Al igual que estudios realizados en otras especies, diferentes a la
familia Orchidaceae (Pimentel et al. 2006 y Wang et al. 2008), se reporto la presencia de hongos
cosmopolitas como Colletotrichum en Lepanthes y Fusarium en Bulbophyllum, Vanda, Ophrys,
Anacamptis, Orchis, Serapias y Pectelis; ambos géneros fueron aislados también de
Dendrobium, Holcoglosum y Bletilla.

Al evaluar la diversidad y la tasa de colonizacion de hongos endéfitos 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 fueron las de Xylaria spp. y Rhizoctonia spp.
encontrandose en el 29% de las raices y en el 19% de las hojas, y en el 45% de las raices y 31%
de las hojas, respectivamente. Por el contrario, en D. nobile, Yuan et al. (2009) determinaron que
la composicion de especies varia de acuerdo al tejido estudiado observandose que Trichoderma
chlorosporum Chavarri y Samuels, Clonostachys rosea (Preuss) Mussat y Fusarium solani
(Mart.) Sacc. colonizaron exclusivamente las raices mientras Guignardia mangiferae A.J. Roy
fue aislado unicamente del tejido foliar.

Estudios encaminados a establecer el papel de los endéfitos de orquideas indicaron que actian
como promotores de crecimiento, Chen et al. (2010) demostraron que plantas de Dendrobium
loddigesii Rolfe inoculadas con Fusarium sp. presentaron mayor altura (84,5%) y peso seco
(142,7%) respecto al control. La evaluacién de la funcion de C. rosea, aislado de las raices de D.
nobile, indico que mejora el vigor y la aclimatacion de las plantulas micropropagadas (Yuan et al.
2009).



A partir de hongos endofitos de orquideas también se han reportado aislados con potencial para
producir sustancias antimicrobianas contra patdégenos humanos, Xing et al. (2011) evaluaron
dicho potencial en aislados fungicos de dos especies de Dendrobium, los resultados indicaron que
Epicoccum nigrum Link inhibi6 el crecimiento de Staphylococcus aureus Rosenbach, y Phoma
sp. el de Escherichia coli Migula y Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn, superando la actividad de
la ampicilina en todos los casos. De acuerdo con estos hallazgos los hongos endofitos son
considerados nuevos blancos en la bioprospeccion de sustancias con actividad biolégica por lo

que su estudio ha aumentado en los Gltimos afios.

Considerando la importancia que tiene el cultivo de orquideas en Colombia para su mercado
internacional y la necesidad del gremio de floricultores de implementar estrategias de control de
patdgenos mas eficientes y sustentables como el uso de hongos endofitos, en este estudio se
determiné la diversidad y la riqueza de la micobiota endofita, en hoja y raiz, en dos especies de
orquideas cultivadas en invernadero y adicionalmente se evalué su potencial biocontrolador y
enzimatico como una aproximacion al entendimiento de la funcion ecosistémica de esta

comunidad.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las plantas fueron recolectadas durante el 2010 y 2011 en el invernadero Orquideas El Cerro,
ubicado en el municipio de Fredonia (suroeste del departamento de Antioquia) el cual hace parte
de los cultivos de los miembros de la Sociedad Colombiana de Orquideologia SCO (tablal).

Tabla 1. Localizacién geogréafica y caracteristicas climaticas del invernadero El Cerro. Fuente: Registros

del cultivador.

Caracteristica 2010 2011
Altitud (msnm) 1.920
Temperatura promedio dia (°C) 21 17
Temperatura promedio noche (°C) 14 15
Humedad relativa promedio 70% 65

Precipitacion (mm) 3.800 2.800




Aislamiento de hongos endofitos

Se estudiaron dos especies de Cattleya, C. percivaliana y C. trianaei, a partir de las cuales se
recolectaron 50 hojas y 50 raices sanas (de mayor edad) por especie. De cada hoja y raiz sin
velamen se tomé 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 algunas modificaciones. Para la desinfeccion los fragmentos se
sumergieron en agua destilada estéril durante 30 s tres veces y posteriormente en una solucion de
etanol 70% durante 1 min, seguido por un lavado en hipoclorito de sodio (NaOCI) 1% durante 5
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 con el objetivo de eliminar las regiones que
pudieron haber sufrido oxidacién durante el proceso. Cada tejido de hoja y de raiz desinfectado
se cortd en 34 fragmentos de 5 mm? y 5 mm, respectivamente, de los cuales 24 fueron inoculados
en la superficie de PDA (agar papa dextrosa) en caja de Petri y 10 se emplearon para determinar
la viabilidad tisular posterior a la desinfeccion. Los cultivos fueron incubados durante 15 dias a
temperatura ambiente realizando evaluaciones cada 24 h de la presencia o ausencia de colonias
en el medio. Las colonias de hongos que se desarrollaron a partir de los fragmentos se

transfirieron a un nuevo medio de cultivo para obtener cultivos axénicos.

Como control del proceso de desinfeccion se sembraron en PDA cinco alicuotas de 1 ml del agua
destilada en la que se realizd el enjuague final de los fragmentos, ya que si el proceso de
desinfeccion de la microbiota epifita es efectivo la Gltima solucion en la que se lavan los
fragmentos debe estar estéril. Los cultivos fueron incubados por 15 dias registrando diariamente

el desarrollo de colonias.

Andlisis de viabilidad de los fragmentos foliares

El estrés quimico que se produce al someter los fragmentos a las soluciones desinfectantes puede
ocasionar la muerte del tejido e impedir el desarrollo de los hongos endofitos, por esta razén se
evalud la viabilidad de los tejidos desinfectados mediante el test de tetrazolio. Este ensayo
permite distinguir el tejido viable del no viable, debido a la reduccion del cloruro de 2,3,5-



trifeniltetrazolio a 1,3,5-trifenilformazdn en los tejidos metab6licamente activos, los cuales al

finalizar la incubacion se observan con un pigmento rojo.

Para evaluar la viabilidad de los tejidos se tomaron diez fragmentos de hoja y de raiz y se
colocaron por separado en una solucion de cloruro de tetrazolio 0,4% durante toda la noche. El
control negativo se realiz6 con diez fragmentos que fueron sometidos a choque térmico,
calentandolos en agua en ebullicibn por 1 min; como control positivo se emplearon diez
fragmentos viables de cada tejido. Siguiendo el protocolo de Dixon (1996), con algunas
modificaciones, a las 24 h se realizaron cortes para evaluar la ausencia o presencia de formazén
en los fragmentos. El andlisis también se realizo a los tejidos en los que no se observo desarrollo
de micelio a los 15 dias de incubacion para garantizar que la ausencia de crecimiento no fue

resultado de la muerte del tejido.

Identificacion de los hongos endofitos

La identificacion taxondmica de los hongos se realiz6 considerando los caracteres macroscopicos
y microscopicos de las colonias. Las descripciones morfologicas se realizaron a los 10 dias de
cultivo en PDA y se establecieron caracteristicas de apariencia, elevacion, forma del borde,
tamarfio, color y pigmentacion alrededor de la colonia y en el reverso del agar. La caracterizacion
microscopica se realiz6 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 incubacion. La
identificacion taxondmica se realizé siguiendo las claves de Barnett y Hunter (1998).

Potencial biocontrolador de los endéfitos

El potencial antagdnico de los aislados endéfitos se determind contra 10 hongos fitopatdgenos de
orquideas de los géneros Botryotrichum (2), Colletotrichum (2), Sclerotium (3), Nigrospora (1),
Phymatotrichum (1) y F. oxysporum (1). Tanto los hongos endéfitos como los fitopatdgenos
fueron mantenidos en cultivos axénicos en PDA a partir de los cuales se tomaron discos de
micelio de 0,9 cm y fueron inoculados por enfrentamiento en cinco cajas de Petri con PDA.
Como control de crecimiento cada hongo fue sembrado individualmente en PDA, los cultivos

controles y los tratamientos se incubaron a temperatura ambiente.



Evaluacion de la actividad antagonica del sobrenadante fangico

Para la evaluacion de la actividad antagdnica del sobrenadante se sembraron cinco discos de
micelio de 0,9 cm de didmetro en 200 ml de caldo de papa (200 g de papa por litro). A los 45 dias
de incubacion a temperatura ambiente se separd el micelio del sobrenadante empleando gasa
estéril. El sobrenadante se esterilizO mediante microfiltracion usando filtros de nitrocelulosa
Sartorius Stedim Biotech de 0,2 um y se adicion6 a 100 ml de una solucion estéril de agar
glucosa (agar 2% Yy glucosa 2%).

Para el ensayo se inocularon discos de 0,9 cm de didmetro de Mycosphaerella fijiensis M.
Morelet, Phytophthora cinnamomi Rands, F. oxysporum, C. gloeosporioides y Sclerotium sp. en
agar glucosa suplementado con el sobrenadante del hongo endéfito en una proporcién de 2:3 y en
agar glucosa como control de crecimiento de cada aislado. Los cultivos fueron incubados 15 dias
a temperatura ambiente y se realizaron mediciones diarias del didmetro de la colonia en ambas

condiciones para establecer el porcentaje de inhibicion micelial.

El efecto del sobrenadante en el crecimiento de cada fitopatdgeno se analizd tres veces y cada
ensayo consto de tres repeticiones por tratamiento.

Evaluacion de la actividad celulolitica de los hongos endoéfitos

Para establecer la capacidad metabdlica de los aislados endéfitos en hidrolizar la celulosa, se
sembraron discos de micelio de cada aislado en agar CMC (NaNOs 2 g, K;HPO,4 1 g, MgSQO,4 0,5
g, KCI1 0,5 g, sal de carboximetilcelulosa (CMC) 2 g, peptona 0,2 g y agar 20g por litro) (Kasana
et al. 2008), los cultivos se incubaron a temperatura ambiente hasta obtener colonias de 3 cm de
diametro; tiempo en el que se evalud la degradacion de celulosa mediante la adicion de lugol (I
0,66%, Kl 1,33%) al medio. La formacién de halos incoloros alrededor de las colonias indicé que
el hongo presenta actividad celulolitica. Como control de la produccion de celulasas se utiliz6 la
cepa de referencia Aspergillus niger.

Anadlisis de los datos

La abundancia de cada género en cada tejido y especie se expresd mediante el calculo del
porcentaje de la frecuencia de colonizacion de cada género identificado.



Numero de fragmentos positivos para el género
* 100

%FC =

nimero de fragmentos muestreados

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

Las diferencias entre la diversidad de los hongos endéfitos de hojas y raices en ambas especies
fueron estadisticamente comparadas con el test U de Mann-Whitney utilizando el software IBM
SPSS 20.

Para describir la similitud de la micobiota endéfita entre tejidos y especies se empled el indice de

Jaccard.
a

U=G+v+9o

Donde a representa el namero de géneros en ambas muestras, b y ¢ los restringidos a la muestra 1

y a la muestra 2 respectivamente.

El anélisis del potencial biocontrolador de los hongos enddéfitos se realizd calculando el
porcentaje de inhibicién micelial con la formula:

oM = =~ R2 100
= — %k
° R1

Donde R1 es el crecimiento micelial en enfrentamiento y R2 el crecimiento micelial individual

(control de crecimiento).

Este porcentaje se analizd6 mediante una escala de valoracién cualitativa dada por los porcentajes
obtenidos. De acuerdo con los valores calculados de %IM se hizo una evaluacion del efecto del
hongo endéfito sobre el fitopatdgeno, considerando los siguientes estimativos: Negativo:
ausencia de zona de inhibicién o con un porcentaje menor de 10% y crecimiento de forma similar
al control; Baja: ausencia de zona de inhibiciébn o con un porcentaje entre 10-39% y con
disminucidn en la colonia fangica. Media: ausencia de zona de inhibicién o un porcentaje entre
40-69% y con disminucion del tamafio de la colonia, y Positiva: presencia de zona de inhibicién
definida o en un porcentaje entre 70-100% (Corrales et al. 2010).



RESULTADOS
Riqueza y diversidad de la micobiota endofita

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 desinfeccidn, propuesto en
este estudio, para eliminar la microbiota epifita fue efectivo y no se observd crecimiento de
microorganismos en el control de esterilidad. La prueba de tetrazolio indicé que la desinfeccion
no afectd la viabilidad ningun 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, por especie, a partir de 50
plantas de C. trianaei y 50 de C. percivaliana. El desarrollo de hongos endofitos en los
fragmentos se evidenci6 después de ocho dias de incubacion. La presencia de la micobiota varié
de acuerdo al tejido y a la especie vegetal, siendo mayor la cantidad de fragmentos positivos en
raiz que en hoja y mayor en C. trianaei que en C. percivaliana. La totalidad de fragmentos
positivos fue 6,7%, a partir de los que se obtuvieron 323 aislados fungicos correspondientes a 19

géneros.

En C. trianaei, 23 plantas fueron colonizadas, lo que correspondié al 46% de las muestras; de
estas, 5 plantas fueron positivas simultdneamente 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 report6 crecimiento tanto en hoja como en raiz. Se registraron 47 fragmentos positivos

(13 foliares y 34 radiculares), colonizados por 9 géneros (tabla 2, figura 1).

El analisis de colonizacion de acuerdo al tejido indicd que en las dos especies se presentaron
plantas con endofitos Gnicamente a nivel foliar, radicular o en ambos tejidos; en C. trianaei se
registraron 7 (30,4%), 11 (47,8%) y 5 (21,7%) plantas respectivamente, mientras que en 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 endoéfitos en los dos tejidos (6,3%) (figura 2).
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Figura 1. Aislamientos de hongos endéfitos en hoja (a) y raiz (b) de C. trianaei (Ct) y C. percivaliana (Cp). HM:
total hojas muestreadas, FM: total fragmentos muestreados, G: nimero de géneros identificados, RM: total raices
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Figura 2. Porcentaje de plantas positivas por tejido en C. trianaei (a) y C. pecivaliana (b).

Los hongos endéfitos aislados fueron clasificados en 19 géneros y cinco de estos se denominaron
mfl, mf2, mf3, mf4 y mf5, ya que no presentaron estructuras que permitieran la identificacion.

De acuerdo a las observaciones microscopicas mfl podria corresponder a Epicoccum, sin



embargo sus caracteristicas macroscopicas son muy similares a las de Pythium; en mf2 se
observaron granulos phaeoides por lo que podria ser clasificado como Botryotrichum, Humicola
0 Phymatotrichum; mf3 fue similar a Phialophora o Chloridium, y de mf5 no se observaron

estructuras caracteristicas que permitieran la aproximacién a algin genero (tabla 2).

Tabla 2. Abundancia de hongos enddfitos en C. trianaei y de C. percivaliana.

C.trianaei C.percivaliana
Género Hoja Raiz Hoja Raiz Total
Plantas ~ Fragmentos  Plantas  Fragmentos  Plantas  Fragmentos  Plantas  Fragmentos
Aureobasidium 2 3 1 8 0 0 0 0 11
Botryotrichum 2 4 2 4 1 1 0 0 9
Chromelosporium 2 2 0 0 0 0 0 0 2
Cladosporium 0 0 0 0 1 1 0 0 1
Colletotrichum 4 8 3 11 3 6 0 0 25
Curvularia 0 0 2 4 0 0 0 0 4
Exophiala 1 1 0 0 0 0 0 0 1
Fusarium 2 4 1 166 0 0 8 27 197
Gloeosporium 0 0 1 1 0 0 0 0 1
Gonatobotrys 1 1 0 0 0 0 0 0 1
mfl 0 0 1 5 0 0 0 0 5
mf2 0 0 2 9 0 0 1 2 11
mf3 0 0 1 1 0 0 0 0 1
mf4 0 0 1 5 0 0 0 0 5)
mf5 0 0 0 0 0 0 1 2 2
Monilinia 1 2 0 0 1 1 0 0 3
Nodulosporium 1 1 0 0 0 0 0 0 1
Sclerotium 6 10 6 23 1 3 1 3 39
Trichoderma 0 0 1 3 1 1 0 0 4
Total 22 36 32 240 8 13 1 34 323

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 Exophiala,
Chromelosporium, Gonatobotrys, Monilinia y Nodulosporium, mientras que en raiz fueron
Curvularia, Gloeosporium, mfl, mf2, mf3, mf4, y Trichoderma. Los hongos que se registraron
en los dos tejidos correspondieron a Aureobasidum, Botryotrichum, Colletotrichum, Fusarium y
Sclerotium. En C. percivaliana se aislaron 9 géneros, de los cuales se reportaron 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, mf2 y mf5, y en los dos tejidos se registrd Sclerotium (figura 3).
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Figura 3. Diagrama indicando los géneros aislados de hoja (H) y raiz (R) de C. trianaei (Ct) y C. percivaliana (Cp).

La riqueza observada en las dos especies vegetales en cada tejido fue similar a la estimada
(Chaol) excepto en la hoja de C. percivaliana, a pesar de no haberse observado el 100% de los
géneros el inventario es confiable soportado por los valores de la pendiente (C. trianaei hoja =
0,06 y raiz = 0,084; C. percivaliana hoja = 0,04 y raiz = 0,036) (Jiménez y Hortal 2003) (figura
4).
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Figura 4. Curvas de acumulacion de especies de hoja (a y b) y raiz (c y d) de C. trianaei (ay c) y C. percivaliana (b

y d). Linea sélida: riqueza observada, linea punteada: Chao 1, y area gris: intérvalo de confianza 95% de la riqueza
observada.

En plantas de C. trianaei colonizadas Unicamente en tejido foliar el 42,8% presentd un género por
planta, el 28,6% 2 géneros, el 14,3% 4 géneros y el nimero maximo fue de 6 géneros por planta
(14,3%). El género dominante fue Sclerotium presentdndose en 6 plantas, ademas se report6 con
mayor frecuencia de colonizacion (%FC = 17) (tabla 2 y tabla 3). En plantas con colonizacion
radicular Unicamente los géneros presentes por planta variaron entre 1 y 4, plantas en las que se
observé 1, 2 y 3 géneros correspondieron a un 27,3% en cada caso, mientras que las que
presentaron 4 generos representaron el 18,2%. Fusarium fue el género mas dominante (72,7%),
colonizando en una de las plantas el 100% de los fragmentos analizados (%FC = 100). ElI 60% de
las plantas colonizadas en los dos tejidos presentaron 2 géneros, 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 Unico género aislado en los dos tejidos de
plantas diferentes, ademas fue el dominante en la raiz de plantas que presentaron colonizacion
simultanea (tabla 3).



Tabla 3. Frecuencia de colonizacion de los géneros presentes en hoja, raiz y ambos tejidos. 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: Nodulosporium.

Tejido foliar
Planta Coll Fus Scl Bot Aur Chr Gon  Mon Cla Géneros totales

1 83 1

2 42 1

3 42 1

C. trianaei 4 42 42 2

5 42 42 2

6 8,3 8,3 8,3 42 4

7 8,3 16,6 8,3 8,3 42 42 6

1 42 1

2 125 1

C. percivaliana 3 83 1
4 42 1

5 42 42 2

Tejido radicular

Planta Coll Fus Scl Bot Cur Glo Tri mf2 mf3 mf4 mf5 Géneros totales

1 62,5 1
2 42 1
3 75,0 1
4 833 83 2
5 12,5 125 2
C. trianaei 6 8,3 4,2 2
7 66,6 125 16,6 3
8 83 458 83 3
9 50,0 12,5 42 3
10 16,6 54,2 42 20,8 4
11 375 333 83 20,3 4
1 12,5 1
2 8,33 1
3 83 1
4 42 1
- 5 83 1
C. percivaliana
6 83 1
7 83 1
8 16,6 1
9 16,6 1
10 20,8 1
Ambos tejidos
Hoja Raiz
Planta Coll Fus  Mon Exo Nod Tri Generos Fus Scl Aur  mfl Generos > Géneros
totales totales
1 83 1 958 1 2
2 4,2 1 208 1 2
C. trianaei 3 83 1 70,8 1 2
4 125 1 208 1 2
5 4,2 1 50 333 2 3
C.percivaliana| 1 [ 125 42 2 [ 292 1 3




Las plantas de C. percivaliana fueron colonizadas por 9 géneros, 6 de estos se identificaron en
hoja y 4 en raiz. Cinco plantas presentaron endofitos unicamente en la hoja, en el 80% se aislo
solamente un género por planta, mientras que en el 20% restante, el tejido fue colonizado por dos
géneros. Colletotrichum fue el género dominante, aislandose a partir de dos plantas con %FC de
4,2 y 8,3, y Sclerotium fue el endofito que registrd6 mayor frecuencia de colonizacién. Las plantas
colonizadas Unicamente en raiz presentaron un género por planta, Fusarium fue el mas dominante
y también presentd mayor frecuencia de colonizacion. La planta positiva en ambos tejidos
presentd tres géneros, Colletotrichum (%FC = 13) y Trichoderma (%FC = 4,2) en hoja y
Fusarium (%FC = 29) en raiz (tabla 3).

El anélisis de diversidad en las dos especies indico que a nivel de hoja los géneros endofitos en
comun fueron Botryotrichum, Colletotrichum, Monilinia y Sclerotium; y en raiz mf2, Fusariumy
Sclerotium (figura 3, 5y 6). Al comparar en cada especie de Cattleya la comunidad de endofitos
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).

Figura 5. Géneros aislados de hoja. Aureobasidium (a), Botryotrichum (b), Colletotrichum (c),
Fusarium (d), Trichoderma (e), Exophiala (f), Sclerotium (g-1) y Monilinia (m-n).



Figura 6. Géneros aislados de raiz. mfl(a), Curvularia (b), mf2 (c), mf2 (d), mf3 (e),
Botryotrichum (f), mf4 (g) y mf5(h).

Los indices de Shannon y Simpson mostraron que la diversidad fue mayor en hoja que en raiz,
sin embargo, al comparar los tejidos intraespecificamente no hubo diferencias significativas (U
de Mann-Whitney = 1087 en C. trianaei y 1200 en C. percivaliana, P<0.05). Al comparar los
valores de la diversidad de un tejido entre las dos especies se observd que diferian
estadisticamente solamente en la raiz (U de Mann-Whitney = 975, P<0.05) (tabla 4).

Tabla 4. Estimativos de diversidad de los hongos enddfitos aislados de hoja y raiz de C. trianaei y C. percivaliana.

Hoja Raiz
indice  C.trianei C. percivaliana C.trianei C. percivaliana
Shannon 2 1,48 1,26 0,73
Simpson 7 4,33 2,03 1,55

Potencial funcional de los hongos endofitos

Se determind el potencial antagonico de 34 morfotipos de hoja y 25 de raiz contra 10 hongos
fitopatogenos aislados de orquideas. Los endofitos evaluados pertenecen a 12 géneros foliares,
entre paréntesis se indica el nimero de aislados: Colletotrichum (7), Sclerotium (10), Monilinia
(2), Botryotrichum (4), Exophiala (1), Nodulosporium (1), Fusarium (2), Aureobasidium (2),
Chromelosporium (2), Gonatobotrys (1), Cladosporium (1) y Trichoderma (1); y a 9 géneros
radiculares: Gloeosporium (1), Colletotrichum (2), Curvularia (1), Fusarium (12), mf5 (1), mf2
(4), mf4 (2), Sclerotium (2).

El porcentaje de inhibicion micelial en el 95% de los endofitos de hoja estuvo entre el 0y 39,9%;
un 2,06% restante, representado principalmente por un aislado del género Trichoderma, inhibid



un 66% el crecimiento de Botryotrichum sp. y un 55% el de Colletotrichum sp. El aislado de
Sclerotium (E8KS80) presentd una zona de inhibicion contra los hongos evaluados por lo que se
consider0 positivo a pesar del bajo porcentaje (16,52 - 40,58%) (figura 7).

a. b. c. d.
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Figura 7. Proporcion de casos positivos, medios, bajos y negativos en cada género de hongos endéfito de hoja
evaluado. Sclerotium (a), Trichoderma (b), Chromelosporium (c), Aureobasidium (d), Monilinia (e), Fusarium (f),
Nodulosporium (g), Colletotrichum (h), Botryotrichum (i), Gonatobotrys (j), Cladosporium (k) y Exophiala (I).
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Figura 8. Proporcién de casos positivos, medios, bajos y negativos en cada género de hongos enddfito de raiz
evaluado. Sclerotium (a), Colletotrichum (b), Fusarium (c), mf4 (d), mf5 (e), Curvularia (f), mf2 (g) y Gloeosporium

(h).



En relacion a los endofitos de raiz, el 85% de los enfrentamientos mostraron porcentajes entre 0 'y
38,89%, mientras que un 15% presentd valores entre 40 y 53,85%. Entre estos ultimos, se destaco
la interaccion antagonista de Sclerotium sp. sobre Colletotrichum sp. y Botryotrichum sp.

inhibiendo su crecimiento un 41% en ambos casos (figura 8).

El sobrenadante evaluado en agar del aislado E8KS80 inhibié del crecimiento de los hongos
fitopatogenos entre el 70 y 100%. Los porcentajes de inhibicion micelial mas altos se presentaron
contra P. cinnamomi y Colletotrichum sp. (figura 9). En general, los porcentajes de inhibicion
calculados fueron menores al enfrentar los hongos fitopatdgenos a EBKS80 que al inocularlos en

el agar suplementado con el sobrenadante de este aislado (tabla 5).

Tabla 5. Porcentajes de inhibicién micelial obtenidos al enfrentar ESKS80 con los fitopatdgenos por
enfrentamiento y por siembra en el medio solido con el sobrenadante del hongo (2:3 v/v).

Fitopatdgeno Enfrentamiento Sobrenadante
P. cinnamomi 32,50 99,59
Colletotrichum sp. 30,70 99,02
M. fijensis 5,60 93,62
F. oxysporum 21,43 77,57
Sclerotium sp. 23,53 72,66

Figura 9. Evaluacion del extracto de EBKS80 a los 15 dias de incubacion. Sclerotium sp. (a) Colletotrichum (b)
y P. cinnamomi (c) en PDA sin el extracto (izquierda) y con el extracto (derecha).



Actividad celulolitica

Todos los aislados de raiz y hoja fueron evaluados en cuanto a su capacidad de hidrolizar
celulosa. Se observo que 13 endofitos foliares y 23 radiculares degradaron celulosa y la mayor
actividad se registré en los aislados de hoja. El grado de actividad medido como el diametro del
halo que rodea a la colonia vari6 entre 3 - 19 mm en los aislados de hoja, observandose mayor
actividad en los géneros Botryotrichum, Sclerotium y Monilinia: en los aislados de raiz este valor
se registro entre 1 - 10 mm (figura 10).
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Figura 10. Tamafio del halo revelado en los ensayos de actividad celulolitica en los aislados de hoja (a) y raiz (b).

DISCUSION

Las plantas interactian con comunidades microbianas establecidas en la superficie y al interior de
sus tejidos, constituyendo un sistema complejo que da lugar a un gradiente de interacciones
positivas y negativas. Entre estas comunidades se encuentran los microorganismos endofitos, los
cuales colonizan asintomaticamente el interior de los tejidos estableciéndose como mutualistas,
comensalistas 0 en algunos casos patdgenos o saprotrofos latentes (Porras-Alfaro y Bayman
2011).

Los métodos para el estudio de microorganismos endéfitos requieren una estricta garantia de que
la comunidad epifita ha sido eliminada, de tal forma que se desarrolle Unicamente la microbiota
que se encuentra al interior del tejido. Convencionalmente, el aislamiento de hongos endéfitos se
ha efectuado mediante desinfeccion superficial del tejido asegurando que ademas de eliminar la

microbiota acompafiante, la viabilidad del tejido no se vea comprometida y los microorganismos



endofitos puedan desarrollarse (Schulz et al. 1993). La efectividad de un protocolo de
desinfeccién, ademas 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 al igual que lo reportado en Vanda y Bulbophyllum
(Sudheep y Sridhar 2012), el crecimiento de la micobiota endéfita del tejido foliar y radicular de
C. trianaei y C. percivaliana se observé a partir de una semana de incubacion, lo que indicé una

eficiente desinfeccion 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 embargo en este
trabajo de investigacion el porcentaje de plantas positivas fue inferior respecto a lo reportado en
otras especies de orquideas, por ejemplo se observd que de los tejidos analizados de D.
devonianum y D. thyrsiflorum el 100% fueron colonizados (Xing et al. 2011). La ausencia de
colonizacidn, tal como indicé el analisis de viabilidad, no se debié a la pérdida de integridad del
tejido; probablemente los porcentajes obtenidos en este estudio estén explicados, en parte, por las
practicas en el mantenimiento de las plantas en los invernaderos, como la aplicacion de
fungicidas y protectantes. Al respecto Sieber y Grinig (2006) sefialaron que el uso de estas
sustancias efectivamente afectan la diversidad de hongos endofitos; Bayman et al. (2002)
coinciden en esta afirmacion al observar una disminucién significativa del nimero de colonias
aisladas de la raiz de L. rupestris al aplicar propioconazol. Las curvas de acumulacion de especies
indico que la riqueza observada fue similar a la esperada, lo que podria indicar que los géneros no
detectados estan representados por microorganismos con algun requerimiento especial o de lento
crecimiento (Vartoukian et al. 2010) los cuales no se desarrollan bajo las condiciones
experimentales de este estudio.

Los mayoria de 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 medio 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), sin
embargo, su acceso esté limitado debido a los costos.



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 Pleurothalis periodica, Sclerotium en Dendrobium y
Aureobasidium y Curvularia en plantas no identificadas. Ademas se identificaron géneros que se
desarrollaron exclusivamente en hoja, en raiz o en ambos, 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 diversidad de hongos endéfitos y la variacion de los métodos entre estudios. En
orquideas no hay evidencia de hongos endo6fitos hospedero-especificos, los end6fitos que se han
reportado corresponden a especies aisladas en otras plantas. En las orquidaceas se ha evidenciado
que las diferencias en la composicién de especies se presentan dependiendo el habito de
crecimiento de cada planta, por ejemplo en las terrestres Phialocephala es el género mas
frecuente mientras que en las epifitas son Hadrotrichum, Epicoccum, Lasiodiplodia, Xylaria y
Pestalotiopsis (Bayman y Otero 2006).

Se observaron diferencias en el ensamble de las comunidades de endofitos a nivel de especie y
tejido, al igual que en el estudio de diversidad de hongos endéfitos de dos especies de
Dendrobium (Chen et al. 2011). La riqueza fue mayor en C. trianaei que en C. percivaliana y a
nivel de tejido no se observé una tendencia. En relacion a la diversidad, se encontr6 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, estos resultados de diversidad también fueron reportados en
Vanda por Sudheep y Sridhar (2012).

Las diferencias en la riqueza y diversidad entre hoja y raiz se han reportado en algunos estudios,
las que se han atribuido principalmente a la variedad de factores tanto bidticos, incluyendo el
genotipo de la planta, como abidticos que afectan los tejidos (Aly et al. 2011, Ghimire et al.
2011). Los microorganismos asociados al filoplano estdn sometidos a condiciones como la
desecacion, y a la radiacion UV, ademés el ambiente se caracteriza por ser oligotréfico, factores
gue no se presentan en el rizoplano (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 las hojas y las raices de las orquideas epifitas al estar en el mismo

ambiente no presentarian diferencias en la comunidad de hongos endofitos, tal como se evidencio



en el trabajo de Bayman et al (1997), en orquideas del género Lepanthes; sin embargo, en este
estudio las comunidades fueron diferentes probablemente debido a que las condiciones de las
hojas varian respecto a las de las raices, que se encuentran compactadas en un sustrato. Se ha
observado que la mayoria de los microorganismos endofitos asociados a la hoja se establecen
como epifitos y posteriormente penetran el tejido (Porras-Alfaro y Bayman 2011), dos de los
géneros identificados en este estudio se han reportado con esta capacidad Cladosporium y
Aureobasidium (Arnold 2007).

El alto nimero de géneros aislados en la hoja por planta respecto al de raiz podria estar explicado
por la interaccion especifica determinado el potencial del endéfito en colonizar, establecerse e
inhibir el desarrollo de otros endofitos; sobre esto se ha observado en la raiz de orquideas epifitas
que algunos hongos endéfitos pueden desencadenar mecanismos de resistencia inducida mediante
la produccion de fitoalexinas como el orquinol, para evitar la colonizacion de otros hongos

endo6fitos o micorricicos, afectando de esta manera la diversidad en este tejido (Schulz 2006).

Los géneros de hongos endofitos mas abundantes fueron Fusarium en raiz y Sclerotium y
Colletotrichum en hoja. Fusarium fue el Unico que se desarrollo en el tejido foliar y radicular de
una planta, colonizando con una mayor frecuencia la raiz. Este género se ha reportado como un
hongo endofito y patdgeno de todos los tejidos y en varios hospederos, reportandose asociado a
las raices de las orquideas. (Ovando et al. 2005, Tao et al. 2012 y Tan et al. 2012). Es
hemibiotrofo, y su relacién con las orquideas se ha estudiado ampliamente, considerandose un
endofito involucrado en su crecimiento. La especie F. semitectun induce la formacién del
protocormo Yy la germinacion de las semillas en Cypripedium reginae, y F. proliferatum, aislado
D. moschatum, promueve su crecimiento mediante la produccion de giberelinas (Tsavkelova et
al. 2008). Especies de este género también han sido reportadas como patdgenos, en cattleyas F.
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 enddfito cosmopolita y
hemibiotrofo y se ha reportado también como fitopatdégeno y enddfito de varias especies. En un
estudio en el que C. acutatum aislado de Fragaria sp se inoculd en plantas de las especies
Capsicum annuum, Solanum melongena, Solanum lycopersicum, Phaseolus vulgari y Fragaria

sp. se observo que solamente se presentd antracnosis en esta Ultima, a pesar de aislarse asociado a



las otra especies como enddéfito y/o epifito sin causar enfermedad. En orquideas este género ya ha
sido reportado como endéfito, y en cattleyas como patégeno 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 simbiodtica no han sido esclarecidas, los estudios al
respecto han mostrado que algunos aislados de especie flangicas pueden desarrollarse
estableciendo interacciones positivas 0 negativas dependiendo del genotipo del huésped
colonizado (Unterseher y Schnittler 2010).

Las evaluaciones para determinar el potencial antagénico de los aislados indicaron que un aislado
de Trichoderma y de Sclerotium, inhibieron el crecimiento de los hongos fitopatégenos
analizados. Trichoderma es un género que se reconoce por su potencial biocontrolador debido a
la variedad de mecanismos fisicos y quimicos que emplea en el antagonismo de otras especies
(Infante et al. 2009). En este estudio se observé su capacidad para colonizar y competir por
recursos disponibles en el medio, inhibiendo el crecimiento de los hongos fitopatdgenos.
Sclerotium aunque mostrd una baja tasa de crecimiento (3mm/dia) inhibi6 el desarrollo de los
fitopatdgenos de orquideas, de Persea americana (P. cinnamomi) y de Musa sp. (M. fijiensis).
Aunque se desconoce el mecanismo que provoca este fendmeno, Benitez et al. (2004), indicaron
que cuando el agente biocontrolador es un hongo endoéfito, el efecto se produce mediante la
sintesis de metabolitos que impiden la germinacion de esporas, lo que interfiere en el crecimiento
del patdgeno. El éxito de la mayoria de los hongos endéfitos en el control de enfermedades se
debe ademas de su alta capacidad de reproduccion, a la eficiencia en el uso de nutrientes,
resistencia a condiciones desfavorables, y a la promocion de crecimiento e induccion de los
mecanismos de defensa en las plantas (Sikora y Pocasangre 2006). Los trabajos revisados que
abordan el potencial biocontrolador de hongos endéfitos no reportan Sclerotium sp con esta

capacidad.

Considerando gue los hongos end6fitos no causan dafio en el tejido vegetal se evalué su potencial
para degradar celulosa, los resultados indicaron que un bajo porcentaje de los aislados de
endo6fitos foliares y radiculares presentaron esta capacidad, la cual fue en la mayoria de casos
inferior a la del control. Es necesario evaluar el tipo de enzima y las condiciones 6ptimas de

actividad para determinar si pueden considerarse 0 no un factor de patogénesis.
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