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RESUMEN

Rodriguezia granadensis (Lindl.) Rchb. f. es una orquidea epifita que
crece sobre 4rboles, en zonas poco intervenidas. Para la germinacién
de sus semillas y en los estadios iniciales de su desarrollo forma
relaciones simbidticas con hongos micorricicos, los cuales, brindan
los nutrientes que necesita. En el municipio de Fusagasugd esta
especie crece en condiciones naturales y debido a la belleza de sus
flores es promisoria para su produccién comercial, pero hay poca
informacién sobre los microorganismos asociados a esta planta;
por lo tanto, el presente trabajo tuvo como propésito identificar, a
nivel de género, los hongos asociados a las raices de R. granadensis,
en el agroecosistema Hacienda Betania. Se tomaron muestras de
raiz, anotando el forofito donde se encontraban las plantas. En
laboratorio, se dividieron en tres extremos: proximal, medio y distal
y se realizaron cortes transversales, para identificar enrollamientos
hifales. Adicionalmente, se sembraron explantes en agar papa
dextrosa, agar Sabouraud y medio de Ko y Hora. Se identificé al
género Rhizoctonia, con una frecuencia del 95 %. Se encontré que
el 70 % de las plantas muestreadas crecfan sobre drboles de guayabo
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y el 30 % sobre citricos. Los resultados indican que R. granadensis
pueden tener interacciones con hongos del género Rhizoctonia.

Palabras clave: Enrollamientos hifales; Forofitos; Micosimbionte;
Orchidaceae; Rhizoctonia.

ABSTRACT

Rodriguezia granadensis (Lindl.) Rchb. f. is an epiphytic orchid
that grows on trees in areas with little intervention. For seed
germination and the initial stages of development, it forms
symbiotic relationships with mycorrhizal fungi, which provide the
necessary nutrients. In the municipality of Fusagasugd, this species
grows in natural conditions and, due to the beauty of its flowers is
a promissory specie to commercial production, but there is little
information about the microorganisms associated with this plant;
therefore, the purpose of this work was to identify, at the genus
level, the fungi associated with the roots of R. granadensis in Betania
farm. Root samples were taken, noting the phorophyte where
the plants grew. In the laboratory, they were divided into three
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sections: proximal, middle, and distal, and made cross-sections
to identify hyphal curls. Additionally, explants were put in potato
dextrose agar, Sabouraud agar, and Ko and Hora media. The genus
Rbizoctonia was identified, with a frequency of 95 %. It was found
that 70 % of the sampled plants grew on guava trees and 30 % on
citrus. The results indicate that R. granadensis may have interactions
with fungi of Rhizoctonia genus.

Orchidaceae;  Mycosymbiont;

Keywords:  Hyphal  coils;

Phorophytes; Rhizoctonia.
INTRODUCCION

La familia Orquidaceae es uno de los taxones con mds especies
reportadas (Chase ez al. 2015). En Colombia, en términos de
riqueza y de abundancia, la regién Andina cuenta con un 87,2 %;
Amazénica y Pacifica, con 10,6 %; el Caribe, 5 % y la region de la
Orinoquia, 4 % (Mejia Rosero & Pino Benitez, 2010). La mayoria
de las especies de orquideas tienden a tener dreas de distribucién
restringidas y muchas especies se encuentran en peligro de extincidn,
debido a la pérdida de hdbitat, ocasionada por la expansién de la
frontera agricola, el desarrollo urbano, la degradacién del hdbitat de
los parches restantes y la pérdida de interacciones ecoldgicas criticas
(Gale et al. 2018; Evans et al. 2020; Shefferson ez al. 2020).

Dentro dela familia Orquidaceae se encuentra el género Rodriguezia,
que cuenta con mds de 30 especies; es una orquidea epifita, que
forma grupos pequefios de pseudobulbos (entre uno a veinte),
una hoja por pseudobulbo e inflorescencias laterales colgantes (1
o0 2 por pseudobulbo) (Ospina-Calderdn er al. 2015). Las plantas
crecen en grupos de varios ejes, en zonas de baja humedad y
alta luminosidad y se pueden encontrar ficilmente sobre cafetos
(Coffea arabica), guayabos (Psidium guajava), citricos (Citrus spp.),
pomarrosos (Syzygium jambos), mis precisamente, sobre la corteza
desnuda de estos arbustos (Calderén, 2006; Valencia, 2014). En
Colombia, Rodriguezia granadensis (Lindl.) Rchb. £, se reporta en
bosques andinos, en rangos altitudinales que van de los 700 a los
3.900 m s.n.m. (Calderén, 2006; Gil & Jicome 2014), siendo, un
ejemplo, la Reserva Forestal natural de Yotoco, en el Valle del Cauca
(Ventre-Lespiaucq et al. 2017). Esta orquidea presenta su floracién
y produccién de cdpsulas en las épocas de mayor precipitacién (Gil-
Clavijo ez al. 2020).

Las plantas de la familia Orchidaceae son micdtrofas y este
fenédmeno se observa, principalmente, en la germinacién de la
semilla y en la fase vegetativa (Sarsaiya ez al. 2019; Sathiyadash
et al. 2020). En la interaccién micorricica entre hongo y planta,
las orquideas dependen de los nutrientes que le proporciona el
micosimbionte, el cual, les suministra minerales, agua y carbono
(Kuga et al. 2014). La importancia de la relacién simbiética que
existe entre microorganismos endéfitos, rizosféricos o micorrizicos
y las raices de las orquideas radica en hacer posible la germinacién
de las semillas y la toma de nutrientes, debido a que, en ausencia o
déficit de éstos, los procesos fisiolégicos de estas plantas se podrian
ver afectados (Jacquemyn ez al. 2017; Herrera et al. 2017). La
relacién simbidtica entre las orquideas y los hongos formadores de

micorrizas es diferente a otras simbiosis, ya que, al principio, es
unidireccional, debido a que el hongo le aporta a la semilla y aunque
se crey6 que los hongos micorricicos no recibfan recompensa, hoy,
se sabe que estos también reciben carbono, cuando las orquideas
han crecido y desarrollan hojas para hacer fotosintesis (Dearnaley
& Cameron, 2016; Yeh ez al. 2019). Por tanto, la distribucién de las
orquideas también estarfa influenciada por la presencia de hongos
formadores de micorrizas (Jacquemyn ez al. 2017).

Las hifas de los hongos micorricicos forman complejos en espiral
llamadas pelotones en la regién parenquimdtica del cértex de las
raices. Los pelotones varfan en cuanto a forma, tamafio y arreglo
de la masa hifal (Hadley & Williamson, 1971; Kaur, 2020). Los
pelotones pueden ser funcionalmente activos durante algtin periodo
de tiempo y, posteriormente, se desintegran o se lisan dentro de las
células corticales, formando una estructura redonda agrupada o en
forma de disco; se tornan de color amarillo o café (Kaur, 2020).

Los hongos formadores de micorrizas juegan un rol importante en
los procesos germinacion y de establecimiento de las orquideas en
los diferentes ecosistemas, por lo cual, el objetivo de la presente
investigacion fue identificar los géneros de los hongos formadores
de micorrizas asociados a las raices de R. granadensis, presentes en el
agroecosistema Hacienda Betania, en el municipio de Fusagasugi,
Cundinamarca, como marco inicial del desarrollo de protocolos de
germinacion y de establecimiento de esta orquidea, para produccién
comercial.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. La investigacion, se realizé en el agroecosistema
Hacienda Betania, ubicada en la vereda El Resguardo, corregimiento
Occidental del municipio de Fusagasugd, departamento de
Cundinamarca, propiedad de la Alcaldia municipal, con
coordenadas Latitud 4° 21’ 37,3” N y Longitud 74° 22’ 29,98”
W. Esta 4rea corresponde a la zona de vida denominada bosque
himedo montano bajo (Bh-MB), con una altitud entre los 1.400 y
1.600 m s.n.m. y una temperatura entre 18 y 24 °C. Esta hacienda
cuenta con un bosque en recuperacién que, anteriormente, se
dedicaba a la produccidn de café (C. arabica).

Fase de campo. Para la colecta de las muestras, se realizé un
recorrido general de la hacienda Betania, con el fin de identificar
la presencia de R. granadensis en floracién (Figura 1), determinar
los puntos de muestreo y ubicar plantas que no mostraran sintomas
visuales de problemas fitosanitarios ni de deficiencias nutricionales.
Para el muestreo, se identificaron los forofitos (soporte o tutor de
una planta epifita), que tuvieran las orquideas que se buscaban (R.
granadensis), como los puntos de muestreo en donde cada planta
representaba una muestra (en algunos forofitos, se encontré mds de
una planta). Las muestras, se obtuvieron a partir de forofitos a una
altura no mayor a 3 metros, para facilitar la colecta.

Para la toma de las muestras, se tomé una muestra de raiz completa
por planta con ayuda de un bistur{ desinfectado, previamente, con
etanol al 70 %; luego, las muestras colectadas se envolvieron en
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Figura 1. Rodriguezia granadensis en la Hacienda Betania (Fusagasugd, Cundinamarca).

servilletas y se guardaron en bolsas de papel, rotuladas con los datos
de punto de muestreo, forofito y estado fenolégico de la planta.
Las muestras, se almacenaron en nevera e, inmediatamente, se
trasladaron al laboratorio de microbiologfa de la Universidad de
Cundinamarca - sede Fusagasugd, para el respectivo aislamiento, en
un lapso no mayor a 24 horas, después de su recoleccion.

Fase de laboratorio: observacién de enrollamientos hifales.
Cada muestra compuesta por la raiz completa, se dividié en tres
submuestras: proximal (P), media (M) y distal (D) (Figura 2);
luego, se hicieron cortes transversales en cada submuestra, para
obtener explantes de, aproximadamente, 1 mm, los cuales, se
observaron al microscopio, con el fin de observar enrollamientos

hifales (pelotones).

Aislamiento. El aislamiento, se realizé utilizando la metodologia
adaptada de Ordéfiez C. ez al. (2012); las raices se lavaron con agua
potable, para eliminar residuos; luego, se realizaron cortes de 0,5
cm de longitud (explantes) de la raiz, para obtener las submuestras
(B M y D), las cuales, se desinfectaron, superficialmente, con un
tratamiento de lavado inicial con hipoclorito de sodio al 5 %,
durante 30 segundos, luego con etanol, al 70 %, por 30 segundos y
un enjuague con agua destilada estéril, por un minuto.

La siembra de los explantes desinfectados, se realizd sobre un
medio de cultivo de papa dextrosa agar (PDA) 39 gL' + 0,05 gL'
de doranfenicol, para inhibir el crecimiento  bacteriano;
posteriormente, se realizaron tres repiques para la obtencién de

cultivo en el medio Sabouraud dextrosa agar (SDA) 65 g.L_1 +0,05gL-1
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Submuestra
Distal (D)

Figura 2. Esquema de la muestra con las respectivas partes utilizadas para el aislamiento de raiz de la orquidea Rodriguezia granadensis.

de cloranfenicol y un dltimo repique en medio selectivo, para
Rhizoctonia (Ko y Hora). Las muestras, se mantuvieron en una
incubadora Binder® serie bd avantgarde.line, a una temperatura de
25 °C, hasta observar el desarrollo micelial de los hongos asociados
a la rafz (Moreno Lépez & Ariza Castillo, 2020).

Identificacién macroscépica y microscépica de los géneros.
La descripcién de las caracteristicas macroscdpicas, se realizé a los
7 dias después de siembra, en donde se evalud: textura, tipo de
crecimiento y presencia del micelio. La identificacién de los hongos,
se realizé utilizando un microscopio binocular Leica® Dm500,
empleando la clave taxonémica de Barnett & Hunter (1998).

Determinacién del indice de diversidad, frecuencia de
colonizacién y abundancia de los hongos encontrados. Para
determinar la diversidad de los hongos micorricicos encontrados,
se utilizé el indice de Shannon-Wiever (H”) (Beltran-Nambo ez 4/.
2018); se evalud el porcentaje de frecuencia de colonizacién (%
FC=((ndmero de unidades muestreadas positivas para la especie/
ndmero de unidades muestreadas analizadas)x100) y abundancia
relativa (% A= ((ndmero de aislamientos del género/niimero de
aislamientos totales)x100)), del hongo identificado (Lizarazo et al.
2015).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fase de campo. El total de plantas de R. granadensis encontradas fue
de 20, en 11 puntos diferentes, las cuales, estaban sobre guayabos y
citricos, de la siguiente manera: 70 % de las muestras, en arbustos
de guayabo, de los cuales, un 70 % estaban senescentes y, el otro 30
%, en produccién; 20 % en arbustos de naranjo (Citrus X Sinensis),
que se encontraban en fase de produccién y el 10 % restante, en
arbustos de mandarino (Citrus reticulata); de éstos, un 60 %, se
encontraba en produccion y, el otro 40 %, senescentes.

La distribucién de R. granadensis es similar a la reportada
por Reina-Rodriguez & Otero (2011), quienes indican
que, en hdbitats transformados o intervenidos, esta orquidea se
distribuye en parches y muestra preferencia por arbustos de
guayabos y de citricos. De manera similar, Gil-Clavijo ez al.
(2020) reportaron a los guayabos como el forofito donde crece
R. granadensis, en un paisaje fragmentado en el Valle del Cauca
(Colombia), lo cual, se debe a las condiciones ambientales que
estos le proporcionan (Mejfa Rosero & Pino Benitez, 2010).


Usuario
Resaltado
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Fase de laboratorio

Identificacién de enrollamientos hifales (pelotones). En los
cortes transversales de las diferentes partes de la raiz de R
granadensis analizadas por separado (Figura 3), se obtuvo que, en las
submuestras del extremo proximal, un 70 % de las células

presentaron pelotones; en la submuestra parte media de la rafz,
un 60 % y en el extremo distal de la raiz, un 35 %.

Rivas ez al. (1998), Rasmussen & Whigham (2002) y Bertolini ez
al. (2014) encontraron pelotones en raices que estaban en contacto
con el sustrato, es decir, la corteza del forofito, debido a que en las
orquideas epifitas los hongos entran en contacto con el sustrato por
medio de las hifas, que salen de las raices y absorben nutrientes.

Figura 3. Corte transversal en rafz de la orquidea Rodriguezia granadensis. a) Cilindro central sin presencia de pelotones; b) Corte

transversal con presencia de pelotones; c) Pelotones e hifas tenidos con azul de metileno; d) Acercamiento de pelotones. Fotografia

microscdpica (40x y 100x).

Zettler & Corey (2018) indican que los pelotones son digeridos
como fuente de carbono (micotrofia), de una forma controlada,
segiin las necesidades de la planta; por otra parte, el nimero de
pelotones en la raiz varia de una planta a otra. En las plantas epifitas,
a inicios de las épocas lluviosas, se encuentra mayor cantidad
respecto a la temporada seca. Osorio-Gil ez a/. (2008), Bertolini ez
al. (2014) y Jiménez-Pefa ez al. (2018) reportan que la cantidad de
pelotones se incrementa al aumentar la madurez de la raiz y al estar
en contacto con el sustrato, es decir, la corteza del forofito y al ser
estas plantas epifitas, su desarrollo estd sujeta, en cierta forma, a la
asociacion micorrizica, es decir, depende del carbono suministrado
por el hongo. Asimismo, Ma et al. (2015), también observaron
pelotones en raices de las orquideas epifitas Dendrobium spp. y
Cymbidium spp., que estuvieron en contacto con el sustrato.

Caracterizacién _microscépica de las muestras. Se obtuvieron

44 submuestras, de las cuales, 39 pertenecen al género-forma
Rhizoctonia (Figura 4), lo que corresponde al 88,64 % de los
aislamientos; cinco submuestras (11,36 % de los aislamientos),
no presentaron esporulacién y se denominaron micelia sterilia, ya
que tampoco se logrd observar las caracteristicas que permitieran
identificarlos como Rhizoctonia. El género-forma Rhizoctonia, se
caracteriza por la ausencia de conidias y por formar hifas hialinas,
cuando pasa por su etapa juvenil y, a medida que va madurando,
se torna de color amarillo, café rojizo a oscuro. Se pueden observar
células largas y ramificaciones formando un dngulo recto con la hifa
principal, haciéndose mds estrecha en el punto de la bifurcacién
y la presencia de un septo cerca de ésta (Figura 4 a, b, ¢, ¢, f, g).
En ocasiones es posible observar células elipsoides a globosas,
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conocidas como células monilioides (Figura 4 d, h, i, j) (Ding ez al.
2014; Zettler & Corey, 2018).

Caracteristicas_macroscdpicas de los aislamientos. El 70 % de

las submuestras caracterizadas presenté una textura micelial
algodonosa; el 30 % restante, tuvo una textura felposa. En cuanto

1 uk

-4 ] a4

Figura 4. Aislamientos de hifas tefiidas con azul de lactofenol identificadas morfolégicamente como género-forma Rhizoctonia; vista

microscdpica en 40 x y 100 x. a) PAMGF; b) PAM4M; ¢) PIM1M; d) PAMGM, se puede observar células monilioides; e) PAM1M,; f)

P4M4M; g) P2M11; h) P2M1M; i) P2M2I; j) PSMIM.

al tipo de crecimiento de las colonias, el 31,82 % presentaron color
blanco; el 27,27 %, café rojizo; el 20-45 %, color café oscuro y el
20,45 % restante, amarillo. En cuanto a la presencia del micelio, el
40,91 % fue abundante; el 36,36 %, moderado y 22,73 %, poco
(figura 5). Se ha descrito que el color de las colonias del género
Rbizoctonia varfa entre colores que van de blanco, crema a castafio
y crecimiento abundante (Giovannini ez a/. 2005; Zettler & Corey,
2018), lo cual, coincidid con lo observado en esta investigacion.

Segin la parte de la rafz, se presenté mayor porcentaje del género-
forma Rhizoctonia en la parte media, con 36 %, seguida de la parte
proximal, con 33 % y la parte final, con 31 %, coincidiendo con

Duridn ez al. (2007) y Ordéfiez C. et al. (2012), quienes reportaron,
en las orquideas Gavilea araucana, Vanilla planifolia, Elleanthus
amethystinoide, Trichoceros antennifer, Epidendrum chioneum, Stelis
sp., Epidendrum sp. y Pleurothallis linguifera, mayor colonizacién
del género-forma Rhizoctonia, en la zona media de la rafz, seguida
de la regién basal y, finalmente, la apical.

Se reporta que los hongos formadores de micorrizas en orquideas
son miembros del complejo de Rhizoctonia, que comprende taxones
de tres familias fingicas distintas: Tulasnellaceae, Ceratobasidiaceae
y Serendipitaceae (Smith & Read, 2008; Dearnaley ez a/. 2012) y
esta asociacidn, se considera como el estado ancestral de la familia
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Figura 5. a-b) Células del micelio en cultivo puro obtenido de explantes de raices de la orquidea Rodriguezia grandensis.

(Dearnaley et al. 2012; Ogura-Tsujita ez al. 2021). Los hongos del
género Rhbizoctonia tienen diferentes estrategias tréficas puediendo
endéfitos, hongos
micorricicos orquideas o ectomicorricicos (Veldre et al. 2013;
Ogura-Tsujita ez al. 2021).

actuar como fitopatdgenos, saprofitos,

Para determinar si habfa una asociacién entre la presencia del
género-forma Rhizoctonia, la parte de la raiz y el forofito, se realizé
una prueba de Chi-cuadrado (Tabla 1), obteniendo resultados de
probabilidad asociada mayor a 0,05, lo que indica, que no hay
asociacion entre estos factores.

Tabla 1. Asociacién entre la presencia del género-forma Rhizoctonia y las variables submuestra y forofito.

Estadistico Valor gl P
Chi Cuadrado Pearson 0,00 > 0,9999
Chi CuadradoMV-G2 0,00 8 > 0,9999
Coef.Conting. Cramer 0,00
Coef.Conting. Pearson 0,00

Determinacién del indice de diversidad, frecuencia de colonizacién y

abundancia de los géneros flingicos encontrados. Teniendo en cuenta
que se encontraron dos grupos de géneros fingicos asociados a las

raices de R. grandensis encontrados en este trabajo (género-forma
Rbizoctonia y micelia sterilia), la diversidad de los hongos endéfitos
hallados fue muy baja, con H’=0,487, siendo el género-forma
Rbizoctonia, el endéfito dominante. Esto sugerirfa, que R. grandensis
representa un nicho ecoldgico pobre en cuanto a micobiota endofitica,
por lo que arroja un resultado cercano a cero. Este valor posiblemente
cambie, si realizan los cdlculos después de la identificacién molecular
de estos aislamientos.

En cuanto al porcentaje de frecuencia de colonizacién (% FC) y
abundancia relativa (% A), el género-forma Rhizoctonia, presentd
95 % de colonizacién en las muestras analizadas y un 65 % de

abundancia relativa del género-forma Rhizoctonia, en los aislamientos
realizados. Estas variables indican que Rhizoctonia spp. se encuentra
como hongo micorrizico orquideoide disponible en los forofitos del
agroecosistema del drea de estudio. Bayman ez al. (1997) reportan
que en raices de la orquidea Lepanthes sp., el género Rhizoctonia
tiene una frecuencia de colonizacién de 45 %, seguido del género
fangico Xyllaria, con un 29 %. Ordéfez et al. (2015) obtuvieron una
frecuencia de colonizacién del genero-forma Rhizoctonia en raices
de orquideas Masdevallia coccinea Linden ex Lindl., del 83,8 %, en
plantas jovenes y el 54,8 %, en plantas adultas. Por el contrario, en
aislamientos de rafz de Dendrobium nobile no se reporta la presencia
de Rbizoctonia, sino de los géneros Colletotrichum, Phomopsis,
Clonostachys, Fusarium, Penicillium, Trichoderma y Xyllaria (Yoan et
al. 2009). No se reportan estudios similares para orquideas del género
Rodriguezia en otros ecosistemas naturales o en sistemas productivos.
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El reconocimiento de los hongos asociados a las raices de orquideas
R. grandensis permitirdn realziar estudios que evalten el efecto de
los microorganismos asociados a las raices en el crecimiento vegetal,
el andlisis de los efectos que hace el hongo micorricico orquideoide
encontrado en la estimulacién de la tolerancia a estrés, las defensas
de la planta y cémo mejora la absorcién de nutrientes.

De forma general, se concluye que, en las raices de R. granadensis,
el género fingico mds abundante es Rhizoctonia, por lo tanto,
se recomienda realizar trabajos tendientes a la identificaciéon de
las especies asociadas y profundizar en el entendimiento de la
interaccién micorricica, para propender por el cuidado de esta
orquidea en condiciones naturales y hacer un aprovechamiento de
este conocimiento para la propagacién, a nivel comercial.
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