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Aislamiento de hongos endofitos en
rosa (Rosa hybrida) en Bogota,
Colombia

Catalina Salgado Salazar y Maria Caridad Cepero de Garcia

Centro de Investigaciones Microbiol 6gicas CIMIC, Departamento de Ciencias Biol6gicas, Universidad de los
Andes, Bogot4, Colombia

Se determind la existencia de la micobiota endofitica asociada a plantas de rosa
(Rosa hybrida). Los hongos endofitos se aislaron en agar MPY a partir de hojas
sanas de diez plantas de rosas ornamentales de jardines de casas particulares.
De esta seleccion se sembraron un total de 560 fragmentos de hojas, 56 por
muestra. El 16,4% de los fragmentos presentaron colonizacion por hongos
endofitos. Se encontraron 41 aislamientos que fueron descritos como micelio
estéril, ya que no presentaron estructuras de reproduccion que permitieran su
identificacion; de un total de 92 aislamientos, 31 se identificaron hasta género o
especie y 20 no pudieron ser identificados. Los hongos endofitos mas aislados
fueron Nigrospora oryzae, Xylaria spp, Aureobasidium spp y Acremonium. Los
hongos Nodulisporium sp, Gliocladium virens, Cladosporium sp, Alternaria sp,
Phoma sp y Chaetomium globosum se aislaron una uUnica vez cada uno. Dado
que los hongos endofitos son reconocidos por su capacidad de producir
metabolitos con actividad bioldgica se plantea la posibilidad de que los
microorganismos encontrados en este estudio posean cierto potencial como
antagonistas de patdgenos que atacan a las rosas.

Endofito, Rosa sp

Endophytic fungi in rose (Rosa hybrida) in Bogota,
Colombia

We have investigated the presence of endophytic fungi associated with rose
plants (Rosa hybrida) in Colombia. Endophytic fungi were isolated from healthy
leaves of ten ornamental rose’s plants from gardens cultured in malt extract,
peptone, yeast extract agar plates (MPY). We sampled 560 leaves fragments, 56
per sample. Endophytic fungi comprised 92 isolates (16,4%); of these isolates
41 were classified as sterile mycelium (without reproductive structures that
allowed their identification) 31 isolates were identified to genus or to species,
and 20 isolates could not be identified at all. The identified endophytic fungi
were as follow: Nigrospora oryzae, Aureobasidium spp, Acremonium spp. The
fungi Nodulisporium sp, Gliocladium virens, Cladosporium sp, Alternaria sp,
Phoma sp and Chaetomium globosum were represented by one isolate each.
Since the endophytic fungi are known for their capacity to produce metabolites
with biological activity, it is possible that the microorganisms found in this study
have potential as antagonist of rose pathogens.

Endophytic fungi, Rosa sp
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L os hongos endofitos son organismos que viven en
asociacion con plantas en la mayor parte o en todo su ciclo
devida, y se encuentran en las hojas y los tallos de muchas
plantas. Son simbiontes, no producen sintomas de enfer-
medad en la planta, aunque algunas veces pueden presen-
tar un grado de patogenicidad leve, estando relacionados
taxondmicamente con los hongos fitopatégenos [5]. Viven
en los espacios intercelulares y, algunas veces, intracelu-
larmente en hojas, tallos y flores, absorbiendo nutrientes
de la planta. En algunos casos, los hongos endofitos con-
fieren beneficios a la planta que pueden resultar mutuos:
utilizan los nutrientes que sintetizala plantay ésta se bene-
ficia de los metabolitos bioactivos que ellos producen [2].
En gramineas se ha demostrado que brindan resistencia a
herbivoros mediante la produccion de metabolitos secun-
darios que resultan toxicos o reducen la palatabilidad para
|os organismos que las consumen (insectos, mamiferos) [5].
En plantas no gramineas, aunque los hongos endofitos no se
han relacionado con un incremento en laresistencia ala
herbivoria, en ocasiones pueden reducir laincidenciay pro-
teger alas plantas de infecciones causadas por microorga-
nismos patdgenos [1,9]; aunque muchos de ellos producen
diversos metabolitos secundarios bioactivos, aln no se ha
esclarecido su funcion exacta dentro de las plantas [16,17].

Debido a |la capacidad de algunos endofitos para
producir metabolitos secundarios bioactivos nos propu-
simos determinar la presencia de hongos endofitos en
plantas de Rosa hybrida mediante el uso de técnicas con-
vencionales de aislamiento e identificacién, con € fin de
evaluar posteriormente dichos aislamientos en pruebas de
antagonismo contra fitopatégenos de rosas de corte.

Materialesy métodos

Recoleccion de material y aislamiento de hongos
endofitos. Las &reas de muestreo fueron dos zonas en €l
sector urbano de Bogota (Colombia), zona nororiental y
noroccidental durante septiembre y noviembre de 2003. Se
recolectaron hojas de diez plantas de jardin del género
Rosa (Rosa hybrida), no tratadas con fungicidas, maduras
(= 2 aflos), sanas, sin sintomatologia de enfermedades cau-
sadas por hongos, para determinar la presencia de hongos

Tabla 1. Especies y nimero de aislamientos de hongos endofitos de Rosa hybrida.

endofitos. De cada planta de rosa se tomaron seis hojas
gue se almacenaron a 4 °C y se procesaron dentro de las
48 h siguientes. La esterilizacion superficial se realizd por
inmersion consecutiva durante 1 min en acohol 70%
(v/v), 3 min en hipoclorito de sodio 0,8%, 1 min en al-
cohol 70% (v/v) y cinco lavados de 1 min cada uno con
agua destilada estéril. La efectividad del proceso de esteri-
lizacion superficial se comprob6 mediante impresion del
tejido sobre medio de cultivo con antibidtico antibacte-
riano [14]. Después de la esterilizacion, el material se
cort6 en secciones pequefias (3-5 mm?) entre la nervadura
central y el borde de la hojay se sembré en agar MPY
(agar 1,5%, extracto de malta 2%, extracto de levadura
0,5%, peptona 1%) con antibiético (cloranfenicol 500
mg/l). Se sembraron cajas de Petri con cinco a seis sub-
fragmentos de hoja para un total de 56 subfragmentos por
planta, esto es 560 subfragmentos en total.

Todo el materia se incub6 a 27-28 °C en oscuridad
durante 30 dias. Cada colonia se transfirié a medio fresco
parafacilitar laidentificacion. Posteriormente, parainducir
esporulacion se cultivaron en seis medios diferentes. agar
jugo V8, agar avena, agar extracto de malta, agar extracto
de malta enriquecido, agar patata dextrosay agar hojas de
rosa. La identificacion de los aislamientos se realizd
mediante métodos convencionales utilizando claves taxo-
noémicas [3,4,7,12,18,19]. Aquellas colonias que no espo-
rularon tras la incubacién en los diferentes medios de cul-
tivo durante 30 dias se clasificaron como micelio estéril.

Resultados

De los 560 subfragmentos sembrados, 92 (16,4%)
presentaron colonizacion por hongos endofitos (Tabla 1).
Cada subfragmento de hoja colonizado present6d un solo
aislamiento. Las colonias crecieron en las cajas de Petri a
partir del tercer dia hasta el dia 30, después de este tiempo
no se presentaron nuevos aislamientos. De los hongos en-
dofitos aislados, 41 presentaron micelio estéril, 31 aisla-
mientos se identificaron hasta género o especie y 20 no
pudieron ser identificados. Entre los hongos identificados
Nigrospora oryzae y Xylaria sp fueron los que presentaron
mayor nimero de aislamientos, cuatro cada uno. Xylaria sp

Muestra n°®

Taxon

R1* R2* R3*

R4* R5+ R6+ R7+ R8+ R9+ R10+

Acremonium sp 1

Acremonium sp 2

Alternaria sp

Aureobasidium spp 1
Cladosporium sp

Chaetomium globosum Kunze ex Steud

Gliocladium virens Miller, Giddens & Foster

Nigrospora oryzae (Berk. & Br.) Petch

Nodulisporium sp

Phoma sp

Xylaria sp 1

Xylaria sp 2

Xylaria sp 3

Coelomycete

Micelio Estéril 1 2
Hongos no identificados

Numero de fragmentos colonizados 1 3

Porcentaje de colonizacién (Total: 16,4) 0,2 0,5 0,4

20
9 8 10 7 4 14 34
1,6 1,4 1,8 1,3 0,7 2,6 6,0

*: Muestra tomada en la zona nororiental
+: Muestra tomada en la zona noroccidental (zona urbana de Bogota DC, Colombia)



presentd tres morfotipos, clasificados de acuerdo al color
de la colonia y apariencia de los estromas, mientras que
Acremonium spp presentd tres aislamientos, todos corres-
pondientes a una sola muestra (Tabla 1).

En este estudio se encontraron seis aislamientos
con caracteristicas morfolégicas de colonia similares a
Aureobasidium spp. Dichos aislamientos estan por confir-
mar, debido a que las estructuras caracteristicas usadas
para su identificacion no se observaron. Alternaria sp,
Chaetomium globosum, Nodulisporium sp, Phoma sp,
Gliocladium virens y Cladosporium sp fueron hongos
endofitos que se presentaron con un solo aislamiento
(Tabla 1).

Discusion

L os hongos aislados en este estudio han sido encon-
trados como hongos endofitos en gran variedad de espe-
cies vegetales, incluyendo géneros pertenecientes a la
misma familia del género Rosa, como los género Prunusy
Rubus [15,20]. Alternaria, Chaetomium globosum, Phoma
sp, Gliocladium virens, Cladosporium sp y Nodulisporium
sp se han descrito como aislamientos endofiticos de baja
frecuencia [10].

Los hongos que produjeron micelio estéril no se
agruparon por caracteristicas macroscopicas de la colonia
o morfotipos, ya que microscépicamente se observaron
diferencias en el ancho de la hifay color del pigmento que
difunde a medio. Debido a esto, seria importante realizar
identificaciones taxondmicas basadas en pruebas molecu-
lares usando secuencias del ADN [8].

El bajo nimero de aislamientos obtenidos compa-
rado con otros estudios realizados en plantas de diferentes
géneros y familias [1,5,10,15] pudo deberse a las caracte-
risticas propias de las plantas estudiadas, como son el
hecho de no ser nativas y ubicarse en este caso particular
en la ciudad de Bogota DC, un érea que esta completa-
mente urbanizada, con contaminacion atmosférica. Ade-
mas, los jardines muestreados son peguefios, menores de
10 m?, siendo &reas poco ideales para su crecimiento e

Bibliografia

Hongos endofitos en rosa
Salgado Salazar C y Cepero de Garcia MC

interaccién con otro tipo de organismos. Lo que maés llama
la atencion de estos resultados es €l hecho de que, alin bajo
las condiciones anteriormente mencionadas, se hayan
encontrado hongos endofitos asociados a plantas de rosas,
lo que sugiere que esta asociacion puede encontrarse en
ambientes no propicios y que los microorganismos involu-
crados pueden tener mayor capacidad de subsistir y de
interactuar con sus plantas hospederas y con su entorno.

Puesto que se conoce la capacidad de algunos endo-
fitos para producir metabolitos secundarios bioactivos, nos
planteamos para estudios posteriores evaluar su actividad
contra diferentes patdgenos de rosas, ya sean de origen
fungico, bacteriano o virico [11]. En Colombia muchos de
estos patdgenos son causa de pérdidas econémicas debido
a la reduccioén en la produccion de rosas de corte. Estos
patégenos se controlan normamente con plaguicidas qui-
micos, pero con poca eficacia pues existe un aumento de
la resistencia en las plagas, se elevan los costes de pro-
duccién y originan un gran impacto ambiental por la acu-
mulacion de estos compuestos en suelos y corrientes de
aguas. Es urgente poder encontrar alternativas bioldgicas
para € control de las plagas que afectan a estos cultivos.

Los hongos endofitos reportados en este estudio
pueden tener potencial para ser utilizados en el futuro en
pruebas de antagonismo contra fitopatégenos ya que, en
otros estudios, han resultado positivas las pruebas para
determinar la presencia de metabolitos secundarios con
actividad antibacteriana y antifingica y pueden reducir la
incidenciay proteger alas plantas de infecciones causadas
por microorganismos patégenos [1,6,13].
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