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Endofitos de Zingiberales nativas como controladores bioldgicos contra

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Mal de Panama), Costa Rica
Orellana-Mondol, A.

Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica, apom90@gmail.com

Resumen:

Antecedentes: EI Mal de Panamé (producido por el hongo Fusarium oxysporum f. sp cubense,
FOC) es considerado la enfermedad mas importante para la industria de banano (Musa spp.)
Esta demostrado que el control bioldgico es el método maés eficiente para combatir al hongo
causante de la presente enfermedad, pues este patdgeno presenta una alta adaptabilidad y
resistencia a los métodos tradicionales. Se han estudiado los efectos de agentes de control
generalistas utilizados para otras plagas u organismos extraidos de plantaciones
inmunosuprimidas. Estos dan excelentes resultados a nivel de laboratorio y en invernadero;
sin embargo, en condiciones de campo no son prometedores. Los bosques neotropicales
presentan una alta diversidad de hongos simbiontes benéficos para la planta como lo son los
enddfitos y en estos sitios habita una gran variedad de plantas emparentadas con el banano
que pertenecen al orden Zingiberales. Por lo tanto, con la presente investigacion se pretende
evaluar el efecto de endofitos recolectados en Zingiberales nativas de los bosques de Costa
Rica sobre el crecimiento del micelio y la viabilidad de las esporas de F. oxysporum f. sp.
cubense.

Metodologia: Para lograrlo, se extrajeron endofitos de las raices de estas plantas, los cuales
se sometieron a pruebas de antagonismo in vitro donde se confronté a FOC con los endofitos
recolectados. Ademas, se hicieron pruebas especificas para analizar el potencial
micoparasitico en un plato precolonizado por el patogeno y el potencial de los metabolitos
solubles en agua en el crecimiento micelial y la germinacion de las estructuras reproductivas
de FOC. En esta tltima prueba se evalud el efecto de éstos en el crecimiento micelial y la
germinacion de las esporas del Mal de Panama

Resultados: En la prueba de confrontacion, los endofitos redujeron en general el crecimiento
de FOC entre un 14% a un 77% en promedio debido a competencia, micoparasitismo y
antibiosis. Se encontr6 que un 32.3% de los hongos eran competidores, 12.9%
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micoparasiticos y 51.6% que inhibian FOC por antibiosis, y el hongo 9.4 inhibio el
crecimiento de FOC entre un 61 a 95%. Al evaluar estos hongos micoparasiticos, el hongo
10.3A inhibié a FOC en 5% de los casos. Los hongos 10.3A, 28.3 y 9.4 crecieron junto con
FOC. En cuanto a los hongos que mostraron ser potenciales hongos antibioticos, se observo
que el hongo 9.3B fue el que inhibié mas a FOC (45.7%), seguido por 3.5 (39.3%) y 22.3
(37.9%). En la prueba de viabilidad de esporas solo 9.3B disminuyé (9,5+8%) el crecimiento
de las estructuras reproductivas.

Discusion. Los endofitos mostraron poseer un efecto en el crecimiento de FOC. Se
encontraron hongos antagonicos que disminuian el crecimiento de este por medio de la
competencia, el micoparasitismo y la antibiosis. En el caso de los hongos competidores
Ilenaron rapidamente los platos Petri para ser los primeros en acceder a la mayor cantidad de
nutrientes posibles, no obstante, no disminuyeron la tasa de crecimiento con respecto al
control. En el caso de los micoparasiticos presentaron dos estrategias: la estrategia rapida en
la cual los hongos micoparasiticos intoxicaban a FOC y rapidamente crecian encima; y la
estrategia lenta que estaba ligada a la antibiosis. Y finalmente los hongos antibi6ticos
produjeron metabolitos solubles en agua que se difundian en el medio e inhibian el
crecimiento de FOC.

Conclusion. Se encontraron cinco hongos con potencial micoparasitico, de estos 10.3A se
deberia probar in planta para observar si impide la entrada de FOC. Se obtuvieron 23 hongos
con potencial antibidtico mayor a 40%, de estos tres mostraron producir metabolitos
hidrosolubles que inhiben a FOC moderadamente y uno de ellos afecta levemente la
germinacién de esporas. 9.3B fue el hongo que presentd una mayor inhibicion. Se
recomienda realizar pruebas in planta e in vivo para corroborar la eficacia de 9.3B en inhibir
la germinacién de FOC. Ademas es importante probar si estos hongos pueden cohabitar con
el banano de manera sistémica. También se resalta la importancia de los bosques como
fuentes de nuevos enddfitos que se pueden utilizar como controladores bioldgicos de

importantes patdgenos de cultivos.

Palabras claves: Antibiosis, CIPRONA, endofitos, Fusarium oxysporum f. sp. cubense, La

Selva OET, marchitamiento del banano, micoparasitismo, Musa, UCR.
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Revision de literatura.

Origen y distribucién del banano

El banano es una monocotiledonea perteneciente a diferentes especies del género
Musa spp. L. (Musaceae, Zingiberales). Tiene sus origenes en la region de Indochinay en el
sudeste asiatico hace 110 millones de afios (Kress & Specht, 2006). Esta zona es considerada
el centro de mayor diversidad del género, ademas es el sitio donde se diversificd otros
géneros de la familia Musaceae y del orden Zingiberales como Lowiaceae y posiblemente
Strelitziaceae (Price, 1995; Kress & Specht, 2006; Ploetz, 2015).

El banano es un fruto que posee una gran importancia para el ser humano. Ha sido
cultivado desde hace 6950 afios en Nueva Guinea Africa, siendo uno de los cultivos mas
antiguos domesticados por la humanidad (Price, 1995; Perrier, 2009; Caballero-Hernandez,
2010; Ploetz, 2015). También se han encontrado registros de cultivos muy antiguos en
Cameroon, Pakistan y Yunnan, lo que demuestra la capacidad del ser humano de propagar
esta planta desde tiempos ancestrales (Perrier, 2009).

En su gran mayoria, las plantas producidas para el comercio son el resultado de la
hibridacién interespecifica entre M. acuminata (AA) y M. balbisiana (BB) 0 a partir de
individuos poliploides entre la misma M. acuminata (O’ Donnell et al., 1998; Caballero-
Hernandez, 2010). Generalmente, son cultivos estériles en los cuales se induce la produccion
de los frutos por partenocarpia y se propagan vegetativamente (Ploetz, 2015). Debido a sus
caracteristicas (sabor dulce, su textura suave y carnosa, entre otras), el banano es una de las
plantas de mayor importancia comercial y es uno de los cultivos que mas se producen en

América Latina (Caballero-Hernandez, 2010).

La llegada del banano al continente americano es controversial. Existen autores que
afirman que el banano fue llevado por primera vez a América en 1516 a RepuUblica
Dominicana desde las Islas Canarias por el padre Tomas de Bergala (Marin, Sutton & Barker,
1998). Sin embargo, otros autores defienden que fueron los portugueses quienes
distribuyeron clones de banano de las Islas de Cabo Verde por el continente (Marin, Sutton
& Barker, 1998). Estas plantas fueron llevadas inicialmente a México en 1531 y traida a
Costa Rica en 1541 por Diego Guadiérrez (Marin, Sutton & Barker, 1998).
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Importancia socioeconémica del banano
El banano es un producto que tiene un valor fundamental para la economia de muchos

paises en vias de desarrollo en las regiones tropicales de todo el mundo. Es considerado el
cuarto producto alimentario mas significativo del planeta despues del arroz, el trigo y el maiz
en términos de valor bruto de produccion y el doceavo “commodity” méas exportado en el
mundo (Arias et al., 2004; Perrier et al., 2011; Li et al., 2015; FAO, 2016). La industria del
banano emplea a unos 400 millones de personas alrededor del mundo y genera
aproximadamente $36 billones anuales. Su manufactura esta asentada principalmente en el
Neotropico, siendo Costa Rica uno de los mayores exportadores de banano a nivel mundial
(FAO, 2014). Segun Barquero (2015), Costa Rica en el 2014 export6 2564 cajas de banano
por hectarea. Por lo que se superé la produccion de Ecuador, el primer exportador mundial
de banano, quien produjo 1700 cajas por hectarea en ese afio.

El banano, el cual se cultiva comercialmente en Costa Rica desde 1872, es el segundo
producto mas exportado del sector agricola, después del café (Hernandez & Witter, 1996;
Soto-Morales, 2014). Segun datos del 2015 de la Promotora del Comercio Exterior, esta
actividad generd en el 2014, exportaciones por $905 millones, siendo la Union Europea y
Estados Unidos los mayores compradores de este producto (Barquero, 2015).

Ademas, el banano es una fuente de ingresos para muchas familias. La compafiia
CORBANA concentra la mayor parte del banano para la exportacion. Esta empresa contrata
de manera directa e indirecta alrededor de 140 mil personas (Soto-Morales, 2014), lo que
representa cerca del 6% del total de las personas en condiciones de trabajar de Costa Rica.
Ademas, es fuente, del 73.6% del empleo en la region Huetar Caribe, zona donde se
encuentran la mayor parte de las plantaciones de banano del pais (Ramirez Céspedes, Tapia
Fernadndez, & Brenes Gamboa, 2010; CORBANA, 2016). No obstante, este cultivo se

encuentra gravemente afectado por el Mal de Panama.

Generalidades del Mal de Panama
El Mal de Panamé, o Fusariosis del banano, es una enfermedad producida por el

hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F. Sm.) W.C. Snyder & H.N. Hansen. Esta
enfermedad es considerada una de las mas destructivas que ataca al banano (Ho et al., 2015;
Martinez Bolafios, 2015). El sitio de origen de este hongo es ain controversial, ya que los

primeros registros de dafios por la enfermedad fueron reportados en Australia en 1874 y poco
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tiempo después en Panama 1890 (Bancroft, 1876 en Shivas et al., 1995; Caballero-
Hernandez, 2010). Sin embargo, algunos autores lo ubican en el sureste asiatico junto con el
banano (Gowen, 1995, Pérez Salas et al., 2013, Ploetz, 2015), y otros especificamente en

Indonesia (Maryani et al., 2018).

Descripcion, taxonomia y sistematica de F. oxysporum f. sp. cubense
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC) pertenece al Phylum Ascomycota, Clase

Sordariomycetes, Orden Hypocreales y a la Familia Nectriaceae (Martinez Bolafios, 2015).
Es un hongo filamentoso, septado, de micelio blanco. Sin embargo, con el tiempo o en
presencia de un factor estresante, adquiere una tonalidad salmén, rosado palido, fucsia o
morado oscuro (Pérez-Vicente, Dita & Martinez-de la Parte, 2014.). La colonia puede crecer
4-7 mm por dia en medio de agar papa dextrosa (PDA) a 24°C. Los esporodoquios son de
color canela a anaranjado y los esclerocios son azules (Ploetz, 2006).

Fusarium oxysporum f. sp. cubense es un hongo anamorfico y so6lo se le conoce su
estado asexual. Posee tres tipos diferentes de estructuras reproductivas: los microconidios,
los macroconidios y las clamidosporas. Los microconidios miden 5-16 x 2.4-3.5 um estan
conformados por 1 o 2 células y poseen forma ovalada mientras los macroconidios miden
27-55 x 3.3-5.5 um poseen forma alargada, curvada con pared delgada, y pueden llegar a
tener entre 4 a 8 células. Ambas estructuras se producen sobre monofialides cortas
ramificadas o no ramificadas (Caballero-Hernandez, 2010). Por otro lado, las clamidosporas
miden 7-11 um de didmetro poseen doble membrana y por lo general son globosas. Estas se
pueden formar individualmente o en pares de hifas o conidias (Ploetz, 2006).

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC) pertenece al complejo de especies de F.
oxysporum. La sistematica de este complejo ha sido dificil de resolver debido a la similitud
morfologica entre las especies cripticas que conforman la agrupacion (Pérez-Vicente, Dita &
Martinez-de la Parte, 2014). No obstante, los analisis moleculares han permitido ir
resolviendo poco a poco la sistematica (Leslie, Summerell & Bullock, 2006; Swarupa,
Ravishankar & Rekha, 2014).

Este complejo esta conformado tanto por especies no patogénicas como patogénicas.
No obstante, las mas reconocidas son las fitopatdgenas por su capacidad de infectar un amplio
grupo de plantas alrededor del mundo. EI complejo F. oxysporum esta conformado por
diferentes lineas fitopatogenas especificas a su hospedero, por lo que se ha acordado

13



agruparlas en formae specialis (f.sp.) (Caballero-Hernandez, 2010; Leslie, Summerell &
Bullock, 2006). En la actualidad, se han descrito alrededor de 100 formae specialis para este
grupo que a su vez se dividen o en razas (Marburger et al., 2015).

En el caso de la formae specialis cubense, tradicionalmente, se ha clasificado en 4
razas, las cuales se dividen de acuerdo a la virulencia en diferentes variedades de banano. La
raza 1 ataca a Gros Michel (AAA), Apple, Silk, Taiwéan, Latundan (AAB) y IC2 (AAA); la
raza 2 ataca a las variedades Bluggoe (AAB), Chato, Pelpita, Saba y Pome (ABB) y al hibrido
tetraploide (AAAA) (Bentley, Pegg & Dale, 1995; Caballero-Hernandez, 2011). La raza 3,
anteriormente se consideraba dentro de la formae specialis cubense, debido a los antiguos
reportes que producia sintomas leves en banano (Bentley, Pegg & Dale, 1995). Sin embargo,
ahora se clasifica en la formae specialis heliconiae, ya que actualmente se sabe que ataca
unicamente a Heliconia sp., y se ha observado diferencias en el tiempo de germinacion de
clamidosporas con respecto a las razas que atacan al banano (Fourie et al., 2009; Swarupa,
Ravishankar & Rakha, 2014).

Finalmente, la raza 4 ataca las variedades Cavendish (AAA) asi como a todas las
variedades de banano mencionadas anteriormente (Bentley, Pegg & Dale, 1995; Caballero-
Hernandez, 2011). Esta raza se divide usualmente en dos grupos: La raza subtropical (STR4),
la cual afecta a Cavendish Gnicamente en esta zona, y la raza tropical (TR4). No obstante, a
pesar de que la clasificacion en razas ha sido la mas utilizada, no posee una base genética
que la respalde (Portal et al., 2018)

Investigaciones recientes han demostrado que las clasificaciones en formae specialis
y razas de FOC son polifiléticas (Czislowski et al., 2018). Esto podria asociarse a la
evolucidn independiente de patogenicidad en el banano en maltiples linajes de F. oxysporum
(O’Donnell et al., 1998). Estudios de los genes SIX han determinado que muchos grupos de
compatibilidad vegetativa (GCV’s) poseen genes que determinan ancestro comdn y las
variaciones podrian estar asociadas a transferencia horizontal de genes de patogenicidad
(Czislowski et al., 2018).

Por lo que actualmente se esta utilizando la clasificacion de GCV’s para resolver la
sistematica de FOC (Czislowski et al., 2018). La ultima clasificacion mencionada es
considerada monofilética, ya que se refiere a la habilidad de dos aislamientos diferentes, pero

con cierta similitud genética, de anastomosarse y fusionarse para formar un heterocarion
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estable (Czislowski et al., 2018; Groenewald, 2005). Actualmente se clasifica a FOC en 24
GCV’s (Czislowski et al., 2018).

Ecologia de F. oxysporum f. sp. cubense
El hongo posee una naturaleza policiclica y perenne, ya que puede mantenerse hasta

40 afos latente en el suelo. Esto es debido a que puede permanecer de manera saprofita y la
resistencia de sus clamidosporas (Ploetz, 2015). Ademas, varias malezas y plantas pueden
actuar como hospederos de este patdgeno aumentando su resilencia (Thangavelu,
Palaniswami & Velazhahan, 2004; Ploetz, 2015).

Las clamidosporas y microconidios que se encuentran en el suelo se adhieren a la
epidermis de la raiz, son estimulados por los exudados de las raices y el contacto con tejidos
sanos. Posteriormente el hongo invade a la planta entrando principalmente por las raices
terciarias (Caballero-Hernandez, 2010; Li et al., 2017). Los microconidios penetran el
espacio parenquimatico de la corteza 27 horas después de la germinacion y a las 51 horas las
hifas de FOC y sus esporas ya se encuentran dentro de la endodermis del sistema vascular
(Lietal., 2017).

Posteriormente, los conidios se desplazan a lo largo del pseudotallo por medio de los
haces vasculares (Martinez Bolafios, 2015). En consecuencia, el banano encoge los haces
debido al crecimiento de las células compafieras y produce varias sustancias de defensa tales
como melatonina, geles y tilosas (Pérez-Vicente, Dita & Martinez-de la Parte, 2014; Wei et
al., 2017). Estas sustancias son consideradas como uno de los mecanismos mas importantes
en la prevencion de la infeccion en el banano. Sin embargo, la produccion de las estructuras
de resistencia bloguea el transporte de agua y nutrientes al tallo y a las hojas. La reaccion del
banano, sumado a la produccion de toxinas por parte de FOC genera el amarillamiento de las
hojas y la marchitez de toda la planta (Pérez-Vicente, Dita & Martinez- de la Parte, 2014;
Swarupa, Ravishankar & Rakha, 2014). Una vez que la planta estd muerta, FOC vuelve al
suelo en forma de clamidosporas e inicia nuevamente el ciclo de infeccion.

La gran adaptabilidad que posee F. oxysporum f. sp. cubense dificulta la permanencia
de la plantacion una vez invadida por la enfermedad. Ademas, una vez establecido el hongo
la diseminacion es réapida, pudiendo transmitirse a corta distancia via rizomas, de la planta

madre a la plantula (Hwang & Ko, 2004). También, puede dispersarse a traves de largas
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distancias por la lluvia o el agua de riego, asi como por insectos vectores como Cosmopolites
sordidus (Dryophthoridae) o por desplazamiento de material infectado y malas précticas
culturales al no desinfectar implementos y maquinaria agricola (Hwang & Ko, 2004;
Meldrum et al., 2013).

Estos mecanismos de dispersion le han permitido a Fusarium expandirse por varias
regiones del mundo. El ser humano ha sido un importante vector de la enfermedad, ya que
ha distribuido rizomas y material infectado alrededor del mundo (Pérez-Vicente, Dita &
Martinez-de la Parte, 2014). En la actualidad, es comun encontrar a F. oxysporum f. sp
cubense en las regiones dedicadas a la produccion bananeras que se encuentran tanto en el

trépico como en el subtropico (Martinez Bolafios, 2015).

Historia de Mal de Panamay su distribucion
A principios del siglo XX, la raza 1 devasto la industria bananera en los tropicos

(Bentley, Pegg & Dale, 1995). Por ejemplo, Costa Rica pasé de producir mas de 11 millones
de racimos de banano para la exportacion en 1923, a tan solo 1.4 millones en 1941 debido a
la enfermedad (AEACA-Agraocalidad, 2013; Guerrero-Portilla, 2014). Ademas, en el pais,
se cerraron alrededor de 80000 Ha de plantaciones dejando a miles de personas sin empleo
(Caballero-Hernandez, 2011).

A partir de estas consecuencias tan serias para la industria del banano, se enfatizé la
bdsqueda de variedades resistentes a Fusarium. Una de las variedades investigadas fue la
Cavendish, la cual mostrdé una gran resistencia al patdgeno de la raza 1. Debido a ello,
Cavendish es la variedad mas cultivada (40% de la produccidn bananera proviene de esta
variedad) y de mayor distribucion en el Trépico Americano (Ploetz, 2015).

No obstante, en los 90s se evidencié que F. oxysporum f. sp. cubense raza 4,
inicialmente restringido en el sur de Africa, Las Filipinas y Taiwan (Bentley, Pegg & Dale,
1995), se habia adaptado a la variedad Cavendish, arrasando con grandes plantaciones de
banano de exportacion. Para el 2006, ya se habia extendido a China (Fujian, Guangdong,
Guanxi, Hainan y Yunnan), el sudeste asiatico y Australia, afectando seriamente la
produccion de la variedad Cavendish. Actualmente, se ha esparcido a Jordania, Mozambique,
Pakistan, Libano, Laos, Vietham y Myanmar (Ho et al., 2015; Ploetz, 2015; Zheng et al.,
2018). Se teme que F. oxysporum f. sp. cubense raza 4 llegue a América en los proximos

afios, que es donde se encuentran las mayores plantaciones de Cavendish de exportacion
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(AEACA-Agraocalidad, 2013; Butler, 2013; Guerrero-Portilla, 2014; Martinez Bolafios,
2015; Ploetz, 2015).

El aumento exponencial en la distribucion de la raza 4 y la posibilidad de que ingrese
al continente americano estad generado un gran temor, debido a que esta nueva raza ha
ocasionado pérdidas cuantiosas en los paises en donde se ha desarrollado. Por ejemplo, en
Sumatra se reportaron pérdidas de unos $134 millones anuales en el 2013 (Jurriaans, 2014).
Por lo tanto, es de suma importancia identificar métodos de diagnosticos precisos y técnicas
que permitan combatir la enfermedad oportunamente para prevenir los dafios ocasionados en
otras regiones del mundo. Ademas de la invasion inminente de la raza 4, la raza 1 aln sigue
siendo un mal importante en las plantaciones de banano criollo (Gros Michel) en el
continente americano (Poveda-Vega et al., 2013).

Problematica del Mal de Panama en Costa Rica
En Costa Rica, se estima que existen alrededor de 4358 Ha de banano criollo, las

cuales, en su mayoria se encuentran en la region Caribe (Ramirez Céspedes, Tapia Fernandez
& Brenes Gamboa, 2010). El banano criollo es susceptible a infectarse con el Mal de Panama
raza 1. Por ejemplo, el 90% de las plantaciones cafetaleras asociadas con banano Gros Michel
en la region de Turrialba se encuentran infectadas con esta enfermedad, y el 40% de los
cacaotales en Talamanca asociados con banano, también estdn contaminados con el patégeno
(Caballero-Hernandez, 2011).

Estas plantaciones emplean a aproximadamente 1900 pequefios productores que
venden el banano en el mercado nacional y regional (Caballero-Hernandez, 2011; Guerrero-
Portilla, 2014). Debido a la dificultad de encontrar una forma eficaz de disminuir el impacto
de F. oxysporum f. sp. cubense, la industria bananera ha entrado en alerta (Nel et al., 2006;
Guerrero-Portilla, 2014). Por ello se ha invertido en la busqueda de nuevos tratamientos para
el control de la enfermedad (Pérez Salas et al., 2013; FAO, 2014).

Control fitosanitario
La inversion en prevencion y en manejo de enfermedades tales como el Mal de

Panamaé son de vital importancia para esta industria. Existe una gama limitada de opciones
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para prevenir y disminuir los gastos invertidos en el manejo del Mal de Panama. Los
principales métodos son de tipo en métodos quimicos, culturales, biotecnoldgicos y
bioldgicos (Ploetz, 2015).

Métodos quimicos
Sintéticos: Tradicionalmente, los productos quimicos han sido ampliamente utilizados para

el tratamiento y prevencion de enfermedades fungicas. Para manejar el Mal de Panam4, se
han estudiado diferentes tipos de fungicidas para tratar no solo los cultivos (inyecciones de
Carbendazim en el rizoma o TCMTC), sino el agua de riego, el equipo de cultivo, los zapatos
de los trabajadores al ingresar a las plantaciones y los vehiculos (Cao et al., 2005; Nel et al.,
2007). Sin embargo, los fungicidas tienden a funcionar por muy poco tiempo porque la
enfermedad desarrolla resistencia, ademas del impacto ambiental tan negativo que ocasionan
estos agroquimicos (tales como la contaminacion de acuiferos y el aumento de la mortalidad
de organismos no blancos que sean benéficos (Garcia, 1997; Nel et al., 2007; Kumar et al.,
2008; Poveda-Vega et al., 2013; Smith et al., 2014).

El tratamiento con carbonato de calcio también es ampliamente empleado para
prevenir o tratar suelos con F. oxysporum f. sp. cubense pues vuelve el sitio poco apto para
el desarrollo de hongos al disminuir la acidez del suelo. Al elevar el pH, la cal evita la
colonizacién y disminuye la poblacién de patdgenos (Hoper, Steinberg & Alabouvette, 1995;
Alarcon-Restrepo & Jimenez-Neira, 2012). También es importante el uso de detergentes, los
que son utilizados principalmente para prevenir la dispersion del Mal de Panama. Uno de los
detergentes méas recomendados es Farmcleanse, cuya formulacién estd basada en amonio
(Nel et al., 2007).

Biopesticidas: Son productos quimicos generados a partir de organismos vivos que poseen
caracteristicas antagonicas frente a la presencia de patdgenos. Los biopesticidas pueden
generarse a partir de metabolitos extraidos del agente antagonista o se puede emplear
directamente este organismo. Algunos conocidos por su eficacia frente a F. oxysporum f. sp.
cubense son Serenade Soil, Poliversum y Tricho-plus (Poveda-Vega et al., 2013).

Silicio: Esta sustancia proviene del acido silicico absorbido por la planta del suelo.
Posteriormente se transforma silicio elemental y se deposita en la pared celular de las células

aumentando la resistencia del banano a contraer el patdogeno. Ademas, promueve los
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mecanismos naturales de defensa de la planta. No obstante, no ha dado buenos resultados en

plantaciones muy extensas (Ghag, Shekhawat & Ganapathi, 2015).

Précticas culturales
Existen métodos alternativos a los productos quimicos, por ejemplo, el uso de

préacticas culturales preventivas que eviten el desarrollo y propagacion del patégeno
(Caballero-Hernandez, 2011). Por ejemplo, se recomienda sembrar plantas de banano
certificadas, que no provengan de sitios donde los cormos estén infectados, asi como evitar
que el suelo alrededor de la planta tenga un ambiente adecuado para el asentamiento del
hongo, e impedir la acumulacion de agua, la cual es un medio de dispersion. También es
necesario detectar, erradicar y colocar oportunamente en cuarentena a los bananales cercanos
a cultivos infectados. Otras préacticas preventivas incluyen el desinfectar las semillas, las
herramientas y la maquinaria agricola de trabajo, asi como capacitar a la poblacién para un
manejo responsable de las plantaciones y educar para la deteccion temprana de este mal
(AEACA-Agraocalidad, 2013).

Es importante evitar el desplazamiento de material infectado de sitios donde hay
sospecha de la presencia del hongo. Muchos agricultores estan desplazando sus cultivos a
tierras mas altas o sitios donde no se encuentra la enfermedad. Sin embargo, este patdgeno
puede permanecer latente por 20 a 30 afios en forma de clamidosporas sin causar ningun
sintoma, pudiendo ser dispersado a nuevos lugares (Thangavelu, Palaniswami & Velazhahan,
2004; Caballero-Hernandez, 2011).

Otro método cultural para el manejo del Mal de Panama es la inundacion y la rotacion
de cultivos. Las estructuras reproductivas de este hongo son susceptibles a periodos
superiores a 18 meses de inundacion. No obstante, el método puede generar altos costos para
las compafiias bananeras (Caballero-Hernandez, 2011) a menos que se rote el cultivo con

arroz anegado (Cao et al., 2005).

Meétodos biotecnologicos.
Uno de los métodos mas comunes para prevenir la entrada del Mal de Panama en las

plantaciones de banano es la produccion de variedades resistentes. Estas variedades son

disefladas para producir enzimas y sustancias de defensa frente a la presencia de F.
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oxysporum f. sp. cubense (De Ascensao & Dubery, 2000; Smith et al., 2014). Algunas de
estas variedades como la Goldfinger han sido estudiadas ampliamente por su potencial de
resistencia, incluso a la raza 4 (Smith et al., 2014).

Experimentos realizados por De Ascensao & Dubery (2000) demostraron que esta
variedad produce hasta 6 veces méas enzimas de defensa como fenilalanina amonio liasa, que
una planta sin infeccién. Mientras que las plantas susceptibles sélo producen 1.6 veces méas
esta enzima cuando habia infeccion. Sin embargo, algunos autores consideran que la
produccién de nuevas variedades de banano ya no es una opcién viable debido a la baja
variabilidad genética que se crea dentro de las plantaciones lo que las vuelve susceptibles a
patdgenos a mediano plazo (Jurriaans, 2014; Li et al., 2015, Ploetz et al., 2015).

Otro método es la seleccion de genotipos tolerantes de banano. Las plantas con
genotipos tolerantes a FOC respondan mas rapido ante la presencia del patdgeno, ya que
posean un refuerzo en la pared celular con enzimas y otros metabolitos que dificultan la
entrada de FOC (Swarupa, Ravishankar & Rekha, 2014). Ademas, estas plantas producen
una alta cantidad de lignina y diferentes tipos de fenoles para reforzar sus raices como defensa
ante FOC (Li et al., 2017).

Estudios anteriores evaluaron diferentes genotipos de banano resistentes a FOC. En
estos, se encontrd que los bananos silvestres son un reservorio de genes de resistencia
importante contra TR4 (Li, et al.,2015; Li, et al.,2017). Algunas plantas como M. acuminata
subsp. malaccensis, M. basjoo y M. itinerans presentaron sintomas leves o no presentaron
sintomas del todo ante la presencia de TR4 en invernadero y en campo. Otras, como M.
acuminata subsp. burmannica, M. nagensium, M. ruiliensis, M. velutina y M. yunnanensis
se infectaron con esta raza a nivel de invernadero, pero resultaron sin FOC en el campo (Li
et al.,2015). Liy colaboradores (2017) concluyen que gran parte de esta resistencia se debe
a las respuestas bioquimicas de las plantas al enfrentarse a FOC.

Otro método biotecnologico investigado es la produccion de bananos transgenicos,
los cuales poseen genes de resistencia que les brindan una menor vulnerabilidad ante FOC.
Por ejemplo, Mahdavi y colaboradores (2012) estudiaron la resistencia contra FOC TR4 que
le confiere al banano los genes de proteina tipo taumatina (tlp) del arroz. En presencia del
patdgeno, estos genes se activan por lo que se observd que disminuye el porcentaje de

incidencia de FOC (29.4%) en los bananos transgenicos en comparacion con los controles
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(89.1%).

Finalmente, el cultivo de tejidos se ha considerado como otra alternativa para evitar
la propagacion del hongo debido a que garantiza que la planta producida bajo esta técnica
haya crecido en un ambiente libre del patdgeno (De Ascensao & Dubery, 2000; Caballero-
Hernandez, 2011). No obstante, esta técnica vuelve mas vulnerable a la planta al contagio en
caso de reinfeccion. Por eso, el cultivo de tejidos debe combinarse con practicas culturales

preventivas.

Control biol6gico como método de prevencion y combate del Mal de Panama
Esté método se ha presentado como una alternativa al uso de agroquimicos para el

control de enfermedades. Se basa en el empleo de organismos antagonistas vivos como
agentes controladores, sus genes o productos tales como metabolitos extraidos de los agentes.
Estos organismos ayudan a regular el tamafio poblacional de otro organismo no deseado
(Alvindia & Natsuaki, 2008; Savazinni et al., 2009; Subashri, Raman & Sakthivel, 2013; De
Silva, Brooks, Lumyong & Hyde., 2019).

Existen diferentes fuentes de agentes de control bioldgico. Estos se diferencian en
cuanto al sitio donde se recolectan los enemigos naturales del patdgeno que se van a emplear.
Los agentes biocontroladores se pueden recolectar en tres lugares: 1) En el sitio de origen de
la planta de interés o en el sitio de origen de la enfermedad, 2) en lugares no autéctonos o 3)
en sitios donde no se haya ha podido desarrollar la enfermedad o que esta se controle
naturalmente (Eilenberg, Hajek & Lomer, 2001; Fiaboe, Fonseca, De Moraes, Ogol, Knapp,
2006; Eljounaidi, Lee & Bae, 2016).

Uno de los organismos mas estudiados en el campo del control bioldgico como
agentes antagonistas son los hongos endofitos. Estos son organismos mutualistas,
comensales, o fitopatdgenos latentes, que se encuentran dentro de los tejidos internos de las
plantas, pero que no generan enfermedades o sintomas visibles (Thangavelu, Palaniswami &
Velazhahan, 2004; Kumar et al., 2008; Wang et al., 2012). Entre los beneficios de usar
enddéfitos estan la disminucion de quimicos empleados para el tratamiento de patdgenos.
Ademas de que, al ser un organismo vivo, constantemente se adaptan a los cambios del agente
perjudicial (Hajek, 2004; Hufbauer & Roderick, 2005).

Los enddfitos interactian con el patogeno de varias formas. Ellos estimulan la

resistencia sistemica de la planta, induciendo la produccion de metabolitos, o pueden
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producir propiamente metabolitos que inhiben el crecimiento de otros hongos (antibiosis).
También tienen el potencial de actuar como micoparésitos 0 compiten por recursos o llenar
el nicho previo al patdgeno (Lecomte, et al., 2016).

En el caso de la resistencia sistétmica, muchos endéfitos en presencia de patdgenos,
producen elicitores o inductores de defensa, los cuales son moléculas sefializadoras que
tienden a inducir a la planta a activar el Sindrome de Resistencia Inducida (Djonovic et al.,
2007). Este es un proceso en el cual la planta produce en todo su organismo sustancias de
defensa tales como Jasmonato, Acido Salicilico y Etileno (Djonovic et al., 2007; Kloepper
& Ryu, 2007). También, los endofitos pueden inducir la produccion de fitoalexinas,
quitinasas, glucanasas y peroxidasas, enzimas importantes en el control de patdgenos por
parte de la planta (Kloepper & Ryu, 2007).

En otros casos, los enddfitos generan la produccion de metabolitos secundarios tales
como antibidticos, fungicidas y toxinas, que pueden inhibir el crecimiento de patdgenos. Por
ejemplo, se ha descrito para Gliocladium spp. la produccién de Viridina y Gliotoxina, o en
el caso de Trichoderma spp., el cual es el género mas utilizado en control biol6gico por la
amplia gama de metabolitos secundarios que producen y que son utilizados
(Sivasithamparam & Ghisalberti, 2002). Asimismo, Aneja, Gianfagna & Hebbar (2005),
mencionan que T. harzianum produce 6-pentyl-a-pyrone y &cido nonanoico. Este Gltimo
mostro tener una alta eficacia para inhibir el desarrollo de esporas de Crinipelis perniciosa y
Moniliophthora roreri, patdgenos del cacao.

También, existen end6fitos micoparasiticos que se alimentan de otros hongos. Estos
endofitos producen estructuras como haustorios y segregan enzimas que les permiten
capturar los nutrientes del hongo al que estan parasitando (Lecomate et al., 2016). Y
finalmente, se encuentran los hongos competidores. Ellos han demostrado, que su presencia
previa a la llegada del patdgeno, evitan su entrada o reducen su cantidad, ya que ellos pueden
competir con este por recursos saturando el nicho (Adame-Alvarez, Mendiola-Soto & Heil,
2014).

Control bioldgico con bacterias: Muchas bacterias son utilizadas en control bioldgico

debido a su capacidad de formar elicitores, sider6foros, producir antibiosis, entre otras
cualidades. Kloepper & Riu (2007) mencionan que cepas de Bacillus spp. se usan para

proteger la soya de patégenos como Rhizoctonia solani y Fusarium spp. También las
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bacterias endofitas como Paenibacillus o Pseudomonas fluorescens pueden ser utilizadas
para suprimir patogenos del tejido vascular como Verticillum spp. (Eljounaidi, Lee & Bae,
2016).

En los dltimos afios, la investigacion en prevencion y combate del Mal de Panama se
ha concentrado en la busqueda de agentes biocontroladores. Algunos de los estudios
realizados en esta area se han hecho empleando bacterias endofitas.por ejemplo, Sivamani &
Gnanamanickam (1988) examinaron el efecto de Pseudomonas fluorescens como
controlador de F. oxysporum f. sp. cubense. La bacteria mostro un efecto de antibiosis contra
las razas 1 y 4 in vitro. Asimismo, en pruebas in planta se observé que el tratamiento aplicado
con la bacteria gener6 una menor marchitez, menor decoloracion interna, y mayor
crecimiento radicular y apical. También, se han logrado realizar formulaciones liquidas
utilizando esta bacteria para facilitar su aplicacion, lo cual ha tenido mucho éxito en reducir
la incidencia de la enfermedad hasta en un 60%. Ademas, la bacteria permanece viva en la
riz6fora por més de 180 dias (Selvaraj et al., 2014). Sin embargo, la alta competitividad que
posee la bacteria tiende a afectar a otros microorganismos no blanco que forman parte del
reciclaje de nutrientes del suelo (Subashri, Raman & Sakthivel, 2013).

Por otra parte, Ho et al., (2015) estudiaron el efecto de Burkholderia cenocepacia
869T2, una bacteria enddéfita benigna, sobre F. oxysporum f. sp. cubense. Esta bacteria fue
encontrada en las hojas de diferentes plantas, incluyendo Musa sp. Concluyeron que la
bacteria produce metabolitos como pirrolnitrina y pirroloquinolina quinona, los cuales
actuaban como agentes eficientes de control biol6dgico. Las sustancias producidas por la
bacteria inhiben el crecimiento del hongo en un 44.4% de los cultivos in vitro y en un 32.1%
de las plantas de banano infectadas. Aunque no reducen la enfermedad en porcentajes muy
altos, estas bacterias tienen efecto preventivo. Después de 6 meses de aplicacion, se encontro
una incidencia de infeccion de 3.4% en zonas de alto contagio. Otras bacterias como Bacillus
sp., y algunos Actinomycetes (principalmente Streptomyces spp.), Rhizobium sp.,
Ochromobacterum sp. y Achromobacter spp. han sido estudiadas para determinar su efecto
sobre la supresion del Mal de Panamé (Sivamani & Gnanamanicka, 1988; Cao et al., 2005;
Poveda-Vega et al., 2013, Thangavelu & Gupi, 2015).

Utilizando el conocimiento que se posee sobre las bacterias endofitas y rizosféricas

con potencial biocontrolador, Thangavelu & Gupi (2015) analizaron el potencial de la accion
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conjunta de diversas bacterias antagonistas en el control de F. oxysporum f. sp. cubense raza
4 encontradas en una plantacion abandonada de Cavendish. Observaron que las bacterias
endofitas Pseudomonas putida, Acromobacter spp., Rhizobium spp. y Bacillus flexus al
parearlas cada una respectivamente con la bacteria de la rizosfera Bacillus cereus y el
enddfito Bacillus flexus con la rizosférica Pseudomonas putida se inhibe entre un 98-100%
la germinacion de los conidios, entre un 68-83% el crecimiento miceliar en los experimentos
de confrontacion, y en un 100% el crecimiento de las hifas de F. oxysporum f. sp. cubense en
las pruebas de antibiosis por difusion en agar, gracias a la produccién de sideroforos.
Ademas, se mejord la produccion de banano en un 155%.

Control biol6gico con hongos: Las investigaciones presentadas anteriormente

muestran el importante rol que juegan las bacterias en el control bioldgico de los patdgenos
de cultivos tanto del Mal de Panam4, como de otras enfermedades. Por otro lado, los hongos
enddfitos se han utilizado en numerosas ocasiones para el control de enfermedades de
plantaciones econémicamente importantes (Lecomte et al., 2016). Por ejemplo, para el cacao,
Evans y colaboradores (2003) aislaron del cacao silvestre hongos como Clonostachys
byssicola, Tubercularia sp. Verticillium sp., Trichoderma harzianum, T. spirale y T. cf.
virens, los cuales mostraron parasitar totalmente los cultivos in vitro preinoculados con M.
roeri, un patdgeno del cacao.

Bailey y colaboradores (2008), también probaron diferentes cepas de Trichoderma in
vitro, las cuales mostraron potencial para inhibir totalmente a M. roeri, por medio de
antibiosis y micoparasitismo. Otros estudios como el de Djonovi y colaboradores (2007)
demostraron que T. virens puede inducir un sistema de resistencia sistémica en el maiz por
medio de elicitores. Estas moléculas sefializadoras de la presencia de patdgenos, incrementan
los niveles de transcripcion de genes de defensa y la produccion de fitoalexinas en la planta,
lo que induce la rapida respuesta ante la presencia de patdgenos.

Aunque comunmente los microorganismos estudiados para control biologico son
hongos més que bacterias, en el caso de F. oxysporum f. sp cubense se ha explorado muy
poco el potencial de hongos endéfitos como medio de control bioldgico (Thangavelu,
Palaniswami & Velazhahan, 2004; Lecomte et al., 2016).

Se ha investigado el efecto de diversos hongos biocontroladores como Gliocladium

sp., Verticillium sp., Fusarium oxysporum no patogenico, Phythium oligandrum y diferentes
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Trichoderma spp. (Thangavelu, Palaniswami & Velazhahan, 2004; Nel et al., 2006;
Caballero-Hernandez, 2011; Thangavelu & Mustaffa, 2010; Poveda-Vega et al., 2013). Por
ejemplo, Thangavelu y colaboradores (2004) evaluaron la actividad antagonista in vitro de
Trichoderma harzianum contra F. oxysporum f. sp. cubense raza 1. T. harzianum crece en el
suelo de las plantaciones, y es mas efectivo que el fungicida carbendazim para regular el Mal
de Panama. No obstante, estos experimentos se han efectuado en condiciones muy reguladas
y al aplicarlos en campo los resultados varian ampliamente (Poveda-Vega et al., 2013).
Caballero-Hernandez (2011) estudié el efecto de Trichoderma spp. obtenidas de
plantaciones de banano en Costa Rica. Se encontraron 3 cepas que inhiben moderadamente
(entre un 36.16% a un 62.5%) el crecimiento de F. oxysporum raza 1 in vitro. Las pruebas in
planta mostraron una reduccion de 90% en la marchitez y el amarillamiento de la planta
producto de la enfermedad. Ubaub & Requina (2016) inocularon micorrizas Vesiculo-
arbusculares (Glomeromycota) y T. harzianum en banano Cavendish en plantas preinfectadas
con F. oxysporum f. sp. cubense raza 4 y obtuvieron que cada hongo controlaba a F.
oxysporum f. sp. cubense en un 86.67% entre los 10 y los 12 dias de tratamiento con la

micorriza 'y con T. harzianum respectivamente.

Zingiberales como fuente de endoéfitos para control bioldgico contra el Mal de Panama
Las plantas pertenecientes al orden Zingiberales tienen gran potencial como fuente

de hongos enddfitos (Costa, 2007). No obstante, casi todas las investigaciones con respecto
al mal de Panama se enfocan en los hongos de las plantaciones de Musa sp. (e.j. Pereira,
Carneiro-Vieira & Azevedo, 1999; Cao, You & Zhou, 2002) y se sabe muy poco sobre los
hongos endofitos de otras Zingiberales. Algunos trabajos realizados en plantas ornamentales
en las familias Heliconiaceae, Maranthaceae, Zingiberaceae y Musaceae han dirigido su
mirada en la busqueda de hongos patégenos o endofitos facultativos (Lins & Coelho, 2003;
Costa, 2007). No obstante, aun no hay estudios en Zingiberales nativos del neotrépico.

El orden Zingiberales es considerado monofilético. Este orden el cual se divide en
dos clados: el grupo parafilético del banano incluye a las familias Musaceae, Strelitziaceae,
Lowiaceae y Heliconiaceae, y el grupo monofilético del jengibre que abarca a las familias
Marantaceae, Cannaceae, Costaceae y Zingiberaceae (Kress et al., 2001; Kress & Specht,
2006). El orden Zingiberales es comun, en Costa Rica, se han encontrado 24 especies nativas

de la familia Costaceae del género Costus, 14 especies nativas Zingiberaceae del género
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Renealmia, 41 especies de Marantaceae del género Calathea y 38 del genero Heliconia
perteneciente a Heliconiaceae (Hammel et al., 2003a; Hammel et al., 2003b). Estas familias
no solo estan emparentadas con el banano, sino que algunas funcionan como hospederas de
Fusarium oxysporum (Bentley, Pegg & Dale, 1995; FAO, 2014). Por lo tanto, se considera
que estas familias pueden albergar endofitos que inhiban el crecimiento y que micoparasiten

a F. oxysporum f. sp. cubense afines con Musa spp.

Justificacion

Como se ha detallado anteriormente, el Mal de Panaméa posee grandes repercusiones
econdmicas para la industria bananera. No obstante, no se han encontrado métodos a largo
plazo para poder controlarlo. Es fundamental encontrar nuevas técnicas de control que tengan
bajos repercusiones ambientales como el control bioldgico (Siamak & Zheng, 2018).

El uso de microorganismos como agentes de control biol6gico contra el Mal de
Panama ha sido ampliamente explorado. Mas, estas investigaciones han sido realizadas
principalmente con organismos extraidos directamente de plantaciones de banano con baja
incidencia del patdégeno o con microorganismos generalistas (Sivamani & Gnanamanickam,
1988; Thangavelu, Palaniswami & Velazhahan, 2004; Cao et al., 2005; Caballero-
Hernandez, 2010; Ho et al., 2015). Sin embargo, aunque han funcionado en algunos casos,
estos organismos tienen bajos rendimientos en el campo y al no ser nativos de las zonas a las
que han sido introducidas, muchas veces poseen impactos negativos sobre la biota del suelo
(Savazzini, Oliveira-Longa & Pertot, 2009; Subashri, Raman & Sakthivel, 2013; Ho et al.,
2015).

Los bosques tropicales son considerados fuentes de una gran variedad de endéfitos
nativos en donde podemos encontrar nuevos agentes controladores (Gazis, Rehner &
Chaverri, 2011). No obstante, a pesar de que son muy comunes, el conocimiento que se tiene
de ellos en el neotropico es muy pobre (Arnold & Lutzoni, 2007; Higgins et al,. 2007,
Caballero-Hernandez, 2010). Por lo que utilizar plantas nativas de bosques tropicales
costarricenses para la basqueda de nuevos endofitos biocontroladores para la proteccion del
banano contra F. oxysporum f. sp. cubense es innovador y constituye un aporte al control de
esta enfermedad.

Estudios previos realizados por Gazis & Chaverri (2015) demostraron que los arboles
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de caucho (Hevea brasiliensis) en habitats nativos en la selva amazonica, poseen una mayor
cantidad de Trichoderma spp. enddfitas con potencial micoparasitico y antibidtico en
comparacion con los arboles que crecen en monocultivos. Por su parte, Arnold & Lutzoni,
(2007), demostraron que en un solo espacio de 2 mm? de una hoja de una planta tropical es
posible encontrar hasta 17 especies de hongos. Estos hongos se encuentran interactuando
entre si y con otros organismos (e.g: competencia, micoparasitismo, antibiosis, sinergia
(Chen et al., 2015). Esta diversidad de interacciones interespecificas puede contribuir a la
defensa de las plantas (Arnold et al., 2003). Por lo tanto, estos endofitos pueden ser
potenciales controladores bioldgicos.

Las Zingiberales, entre estas Musa spp., son plantas cuyo origen se dio en el sudeste
asiatico. Sin embargo, existen varias especies nativas en los bosques de Costa Rica que
pueden albergar hongos endofitos (Hammel et al., 2003a; Hammel et al., 2003b). Muchas de
estas plantas son hospederas de F. oxysporum f. sp. cubense o son infectadas levemente por
otras especies de F. oxysporum (Bentley, Pegg & Dale, 1995; FAO, 2014). Por lo que se
considera que en estas plantas se podrian hallar hongos endofitos con potencial como agentes

controladores biologicos contra el Mal de Panama.

Objetivo general
Evaluar el efecto de endofitos recolectados en los Zingiberales: Costus

pulverulenthus, Renealmia cernua, Calathea similis, C. lasiostachya y Heliconia irrasa
sobre el crecimiento del micelio y la viabilidad de los conidios y clamidosporas, en general

de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Objetivos especificos
1. Crear una coleccién de hongos endofitos filamentosos extraidos de las raices de

Costus pulverulenthus, Renealmia cernua, Calathea similis, C. lasiostachya y Heliconia
irrasa
2. Determinar el efecto de la presencia del enddfito sobre el crecimiento de F.

oxysporum f. sp. cubense por medio de pruebas in vitro.

Hipotesis y prediccion
Los metabolitos producidos por estos hongos endofitos, asi como por su capacidad
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micoparasitica y competitiva, podrian tener un efecto negativo o antagénico sobre el
crecimiento radial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Por lo tanto, se espera que algunos
posean potencial de disminuir o impedir el crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, mediante la inhibicion de la formacion de nuevas hifas, o bien, mediante el

micoparasitismo del hongo.

Materiales y métodos

Sitio de estudio

La investigacion se llevo a cabo en La Reserva Biologica La Selva (10°26' N, 83°59’

O, 37-150 msnm). La Selva posee un promedio anual de lluvias de 4 mm y un promedio de
temperaturas es de 26°C (Lovelock et al., 2004). La Selva, posee 1600 Ha, dentro de estas
un 73% del territorio alberga bosque primario. El bosque estd dominado por las palmas y por
Pentaclethra macroloba (Willd.) Kuntze (Mimosaceae; Lovelock et al., 2004). Segun las
bases de datos de la Estacion, se han registrado 7 especies nativas de la familia Costaceae, 5
de Zingiberaceae, 4 de Marantaceae y 12 de Heliconiaceae (Organizacién para Estudios
Tropicales, 2007).

Muestreo
En esta investigacion se recolectaron muestras de las Zingiberales: Costus

pulverulenthus, Renealmia cernua, Calathea similis, C. lasiostachya y Heliconia irrasa.
Estas plantas fueron utilizadas como fuente de hongos endofitos. Se recogieron cinco
individuos por especie.

Para recolectar las plantas, se realiz6 un muestreo sistematico a lo largo de los
senderos que recorren tanto el bosque primario (SUR, CCL, CC, LS, SHO) como secundario
(SOR, ARB, SSN, SAT, STR) en La Selva. Se recolectaron por planta tres segmentos de raiz
de 5 cm cerca de la base de la planta. Se recogio un especimen de cada especie de planta para

su identificacion.
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Cultivo, aislamiento e identificacién de enddfitos
En condiciones estériles, se cortaron varios fragmentos de las 3 raices, y se escogieron

al azar 5 de ellos con una longitud de 2 mm Los segmentos se esterilizaron con alcohol al
70% e hipoclorito de cloro al 2%, y agua destilada mediante la metodologia descrita por
Santamaria & Bayman (2005). Una vez esterilizados, los tejidos se colocaron en un medio
de cultivo a base de agar dextrosa y papa (PDA, OXOID CM0139) con 10 gotas de Succinato
de Cloranfenicol por litro como antibidtico. Se aislaron las primeras hifas para separarlas de
otros hongos o levaduras que puedan estar en el medio. Por Gltimo, se guardaron estas
muestras ya purificadas en tubos de ensayo con 20 ml de agua. Cada muestra se identificd

morfologicamente a nivel de morfoespecie.

Pruebas de antagonismo in vitro
Se obtuvieron los aislamientos mas agresivos de F. oxysporum f. sp. cubense raza 1

para Gros Michel (GMO020), los cuales eran parte de la coleccion a disposicion del
Laboratorio de Fitopatologia y Biologia Molecular de la Sede del Atlantico (A. Tapia, UCR,
Turrialba) para la elaboracion de los experimentos in vitro. Para las pruebas de confrontacion
y antibiosis, se utilizaron las metodologias citadas por Samuels, Thomas & Evans (2006),
Narayan et al. (2007), Sunil, Suresh & Birenda (2007), Bailey et al. (2008), Mejia et al.
(2008). Para los experimentos de micoparasitismo, se usé las metodologias expuestas por
Evans, Holmes & Thomas (2003), Samuels, Thomas & Evans (2006), y Tondje et al. (2007).

Prueba de confrontacion
Para esta prueba se colocd en PDA un bloque de 5.5 mm del endofito de interés al

borde de la placa Petri, y en el lado opuesto la placa, se cultivd un segmento de igual tamafio
de FOC. Se realizaron cinco réplicas por cada enddfito y se incubaron a temperatura
ambiente. La medicion se efectud en el momento en que los hongos confrontados llenaron la
placa Petri, a partir del borde del blogue colocado inicialmente con el patdgeno, en linea
recta, hasta el limite de crecimiento del hongo.

Adicionalmente, se tenia un control negativo, en el cual se cultivo en la placa,
unicamente FOC. Se dejo crecer el control, la misma cantidad de tiempo que las
confrontaciones y se realizaron las mediciones el mismo dia que ellas. Posteriormente a la

prueba, se determiné el porcentaje de inhibicion de crecimiento de FOC con respecto a su
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respectivo control con la siguiente formula, donde Cm corresponde al promedio de
crecimiento del hongo en la prueba control y Pr, al promedio de crecimiento del hongo en la
prueba de confrontacion.
Cm — P
% de inhibicion = ———
Cr

Ademas, a partir de estos ensayos se determiné si el endéfito competia contra FOC,
si lo inhibia, micoparasitaba, o si no influia en el crecimiento del otro. Se consideraba
competencia, cuando el endofito colonizaba con mayor rapidez el medio de cultivo con
respecto a FOC y este Gltimo no disminuia su tasa de crecimiento con respecto al control. Si
el patdgeno crecia a una tasa igual o mayor que el control, entonces el endéfito no estaba
infiriendo en el crecimiento de FOC.

Por otra parte, se comprobd si el endéfito era micoparasitico o si producia antibiosis.
Para determinar si era micoparasitico, se cortd el agar alrededor de las zonas donde habia un
entrecruzamiento de las hifas. Se observé en el microscopio la interaccion hifal entre el
endofito y el patdgeno en busqueda de enrollamientos de hifas del endofito alrededor de hifas
de FOC. También se consideraron como posibles micoparasitos aquellos hongos que
degradaron o crecieron sobre FOC.

Por otro lado, se consideré como una sefial de que el endéfito producia antibiosis
cuando FOC detenia o disminuia su crecimiento con respecto al control en presencia del
endofito. Otra forma en que se midi6 esto es si se formaba un halo de inhibicion entre el

enddéfito y FOC. En estos casos, se anotd si habia un cambio en la coloracién del PDA.

Prueba de micoparasitismo
Para esta prueba se utilizaron aquellos enddéfitos que presentaron caracteristicas

antifangicas en las pruebas de confrontacion (Evans, Holmes & Thomas, 2003; Bailey et al.,
2008). En estos ensayos, se dejé crecer un fragmento de 5.5 mm del patégeno por 16 dias en
una placa Petri con PDA, y en otra aparte se dejo crecer al enddfito de interés por nueve dias.
Luego, en el lado opuesto de la placa, sobre el micelio mas reciente del patégeno, se colocd
un fragmento del endéfito de interés de 5.5 mm. Se hicieron cinco repeticiones y se incubaron
a temperatura ambiente por 31 dias. Se evalud la presencia del endéfito y del patdgeno

durante cinco dias para obtener el porcentaje de colonizacion. Para esto se sacaron cinco
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fragmentos de 5.5 mm consecutivos por dia a partir del fragmento inicial de FOC hacia la
izquierda y se cultivaron nuevamente en PDA para determinar si crecia FOC o el enddfito.

Por dia, los cinco fragmentos se cultivaron en la misma placa Petri.

Prueba de antibiosis (Produccion de metabolitos inhibitorios solubles)
Para esta prueba, se cultivaron tres fragmentos de 5.5 mm del micelio del endofito de

interés a temperatura ambiente, cinco dias a 115 rpm, en caldo de papa y dextrosa (PDB)
siguiendo la metodologia de Bailey et al., (2008). El caldo se sometié a tres bafios ultrasénico
por 30 minutos cada uno y posteriormente se pasé por un filtro de 3um (BOECO) y dos veces
por un filtro de jeringa de acetato de celulosa de 0.20 um (Minisart®, Sartorius stedim). El
caldo resultante se guard6 a -4°C.

El extracto resultante se mezcld con PDA al 2.25% esterilizado en una proporcién
1:1, para hacer platos Petri con este medio. EI micelio del patdgeno se inoculé en el borde de
la placa Petri para mayor uniformidad en el medio resultante por siete dias a temperatura
ambiente. Se realizaron cinco réplicas y un control para cada endéfito y para el patdgeno.

Prueba de viabilidad de conidios y clamidosporas
Para este experimento se utilizd una variacion a la metodologia empleada por el

laboratorio de Fitopatologia de la Sede del Atlantico para la evaluacion de esterilizantes en
la germinacién de FOC. Adicionalmente, se realizaron variaciones en base a la metodologia
expuesta de Meldrum y colaboradores (2013).

Para extraer los conidios y las clamidosporas, se cultivé el patdgeno en un plato Petri
durante 15 dias a temperatura ambiente. Se colocaron 10 fragmentos de 5.5 mm de FOC en
erlenmeyers con Agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA), un agar pobre en nutrientes que
estimula la formacion de estructuras reproductivas en Fusarium. Después de 3 meses de
incubacidn, se extrajo el micelio, el cual fue sometido a 11 horas de agitacion a 240 rpm a
temperatura ambiente, luego se tamizo6 con gaza y un filtro (BOECO) y se centrifugd a 3000
g por 10 min (Steinkellner, Mammerler & Vierheilig, 2005). Posteriormente, las
clamidosporas se contabilizaron por medio de una camara Neubauguer para obtener una
disolucion de concentracion de 1x10° clamidosporas /ml de FOC.

Posteriormente, se procedio mediante una modificacion a la metodologia de uso del

laboratorio de Fitopatologia de la Sede del Atlantico para la evaluacion de esterilizantes en
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la germinacion de FOC. En este caso, se extrajo una alicuota de 0,5 ml de clamidosporas y
se coloco en una cantidad igual en un tubo eppendorf del extracto extraido del endéfito en
caldo de papa que se utiliz6 anteriormente para la prueba de antibiosis. Las clamidosporas se
dejaron expuestas al extracto por 24 horas. Posteriormente se esparcid, uniformemente, una
alicuota de 0,2 ml en un plato Petri con PDA al 2.25% estéril y extracto en una proporcion
1:1. Luego de 24 horas se contd el nimero de las unidades formadoras de colonia (UFC) de
FOC. Se hicieron 5 réplicas y se compararon con un control que tenia agua destilada en lugar
de extracto para obtener el porcentaje de inhibicion de FOC mediante la formula citada

anteriormente.

Andlisis estadistico
Se utilizé un disefio experimental irrestricto al azar, para el cual se realizaron 5

pruebas in vitro por cada endofito por cada tipo de prueba. La prueba de confrontacion y la
de antibiosis se analizd6 mediante un Kruskal Wallis para medir las diferencias en el efecto
de los enddfitos en el crecimiento de FOC. Se utilizé un analisis de varianza (ANDEVA)
para comparar el efecto de los endofitos en la germinacion de las clamidosporas. Solamente
se reportd el porcentaje de colonizacion de FOC para la prueba de micoparasitismo. Estos

analisis se realizaron por medio del programa JMP® 10.

Resultados

Cultivo, aislamiento e identificacion de endofitos
Se lograron recolectar y purificar 31 morfoespecies de hongos pertenecientes en su

mayoria al filo Ascomycota. Dos de ellos pertenecen al género Trichoderma, seis a

Aspergillus, un Fusarium y tres Lasiodiplodia.

Pruebas de antagonismo in vitro

Prueba de confrontacion
Los enddfitos duraron entre 4 a 17 dias en colonizar todo el plato Petri. En general,

duraron 12,25 (+2,94) dias en promedio en crecer. Siendo 28.2, 10.3A, 7.4 y 23.4 los que
cubrieron la superficie del plato en menor tiempo, y 9.4, 6.4 y 2.3 duraron més dias en logra
dicha accion (KW: ¥>=116.80, g.1=30, p<0.001, Fig. 1). El end6fito 9.4 nunca lleg6 a llenar
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todo el plato, por lo que se tomo el tiempo en que el control negativo con FOC llenara el

plato como el limite de tiempo méximo.
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Fig. 1: Tiempo de crecimiento (Mediana) utilizado por los endéfitos para llenar el plato Petri en
presencia de FOC. * No llegé a llenar el plato.

En cuanto a las respuestas observadas, el modo de accion mas comun fue la antibiosis

(51.6%). Por otro lado, el 12.9% de los hongos presentaron como respuesta el

micoparasitismo y solo un hongo presentd sefiales de antibiosis y micoparasitismo.

Finalmente, el 32.3% de los hongos solo mostraron sefiales de competencia.

Todos los endéfitos disminuyeron significativamente el crecimiento de FOC entre un
14 a un 77% (KW: ¥*:112.85, g.1=30, p<0.0001). El 25.8% de los enddfitos inhibieron entre
50% y 60% Y el 6.4% de ellos inhibié por encima del 60% de inhibicion (Fig. 2). En el caso

del hongo 9.4 inhibi el crecimiento entre un 61% y un 95%
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Fig. 2: Porcentaje de inhibicion de FOC al confrontarlo con diferentes endéfitos a nivel in
vitro. (KW: ¢*:112.85, ¢.1=30, p<0.0001).

Entre las respuestas asociadas a antibiosis presentadas pudimos observar cambios en
la coloracién del medio de blanco a amarillo por parte del hongo 10.3A (A), formacién de
halo de inhibiciéon (B), formacion de barrera coloridas en la zona de confrontacién entre
micelios (C), inhibicion en el crecimiento y cambio de coloracién fuerte de FOC (D) (Fig.
3). Los hongos que presentaron mayores niveles de antagonismo pertenecen al género

Aspergillus spp.
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Fig. 3: Tipos de respuestas encontradas al confrontar FOC contra diferentes endofitos que
producen antibiosis, FOC arriba. (A) Flecha indica la zona donde cambi6 de coloracién en el
medio. (B) Formacion de halo de inhibicion. (C) Formacion de barrera coloridas en la zona
de confrontacién entre micelios, (D) inhibicion en el crecimiento y cambio de coloracion
fuerte de FOC.

Los hongos micoparasiticos mostraron tres tipos de respuestas. Algunos como 9.4 y
9.2AN inicialmente produjeron una alta inhibicion del patégeno. Una vez que las hifas del
endofito y FOC se traslaparon, al observarlos en el microscopio, se podia observar cémo se
enrollaban alrededor de las hifas de FOC (Fig. 4). En el caso de 9.2AN, se observé la
formacion de un apresorio sobre el patdgeno, posteriormente, al enrollar las hifas sobre FOC,
el endofito comenzd a desarrollar estructuras para esporular (Fig. 3C). No obstante, no se
observd que el endéfito creciera sobre FOC.

Por otro lado, 9.4 lleg6 a crecer encima de FOC, haciendo que este adquiriera tonos
fucsias y morado oscuro (Fig. 3D). Al cultivar un fragmento de la zona de convergencia entre
el patégeno y 9.4, se volvia a aislar a 9.4. También se observd que las hifas del endofito

enrollaban a FOC.
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DISE[E] E

Fig. 4: Signos de micoparasitismo, FOC en la parte arriba del plato. A) control de FOC en
confrontacion con 9.2AN. B) Prueba confrontacién con 9.2AN. C) 9.2AN forma apresorio (circulo),
enrollaa FOC y comienza el proceso de produccion de conidios. D) control de FOC en confrontacién
con 9.4. B) Prueba confrontacion con 9.4, C) 9.4 enrolla a FOC. Las flechas indican enrollamiento
hifal por parte del endofito alrededor de FOC.

Por otro lado, 28.2 y 10.3A crecieron rapidamente inhibiendo levemente el
crecimiento del patdgeno. Posteriormente, llenaron el plato y en ocasiones tifieron el medio
en la zona de confrontacion y no dejaron seguir el crecimiento de FOC. Tres dias después a
que las hifas del endéfito y FOC se traslaparon comenzaron a crecer sobre FOC y produjeron

una enorme cantidad de conidios (Fig. 5).
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Fig. 5: Respuesta de 28.2 y 10.3A al confrontarlos contra FOC, FOC arriba. A) FOC control
B) 28.2 crecid sobre FOC y esporuld. B) 10.3A crecid sobre FOC y esporulo.

Finalmente, 23.4 crecié rapidamente sobre FOC y el medio se comenz6 a poner
amarillo oscuro donde estaba FOC y 23.4 juntos (Fig. 6.B). A los dos dias el enddfito habia
cubierto el 100% de FOC, se comenzd a ver como el patdgeno iba desapareciendo e iba
guedando solo 23.4. Por lo que FOC podria estar siendo degradado por 23.4 (Fig.6C). Los
hongos 28.2, 10.3A y 23.4 presentaron un crecimiento tan rapido que era dificil observar al
microscopio si habia enrollamiento. Por lo tanto, se clasificaron como posibles micoparasitos

por haber crecido sobre FOC.

-

Fig. 6: Respuesta de 23.4 al confrontarlo con FOC, FOC arriba. A) FOC control. B) Crecimiento del
endofito sobre FOC, lo cubre 100%. C) Endofito degrada de FOC. Flecha indica la zona donde esta
FOC junto con 23.4 y las lineas negras indica la zona donde se empez6 a degradar FOC.
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Otros hongos como 5.4a, 6.1, 6.3, 6.4, 17.2, 18.4, 19.3, 19.4 crecieron sobre FOC
(Fig. 7). Sin embargo, no se observd enrollamiento en el microscopio y al cultivar un
fragmento pequefio de la zona en donde convergian ambos hongos, salia FOC. Por lo que
estos hongos no se consideraron micoparasiticos. No obstante, se observé cambios de
coloracion amarilla en la zona de convergencia de hifas de los hongos 6.3 (Fig. 7.C) y 18.4
(Fig 7.F) y cafés en 6.1 (Fig. 7.B), 6.4 (Fig. 7.D) y 19.3 (Fig. 7.G).

Fig. 7: Hongos que traslaparon con FOC pero no mostraron signos de micoparasitismo A)
5.4A,B) 6.1, C) 6.3,D) 6.4, E) 17.2, F) 18.4, G) 19.3, H) 19.4.

El enddfito 7.4 no mostrd caracteristicas de antibiosis ni micoparasitismo, no
obstante, crecié mas rapido que la mayoria de los hongos y abarcé una mayor area que FOC.
En 7 dias cubri6 la placa Petri, impidiendo que FOC creciera mas (Fig. 8). Por lo que fue

considerado un competidor.
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Fig. 8: Respuesta de 7.4 al confrontarlo con FOC. A) FOC control. B) Réapido crecimiento
de 7.4.

Prueba de micoparasitismo
Se evaluaron los hongos 28.2, 10.3A, 9.2AN, 23.4 y 9.4 para determinar el potencial

de micoparasitismo sobre FOC. Se observo que el hongo 10.3A se logro aislar en un 5% de
las ocasiones sin FOC (Fig. 9) y los hongos 28.2, 9.4 y 10.3A crecieron junto con FOC (Fig.
10). Por otro lado, los enddfitos 23.4, y 9.2AN no mostraron sefiales de micoparasitismo (Fig.

11). No se observo un patrén que relacionara los dias con la aparicion del endofito.

10 4

% de inhibicion de FOC
wn

103A 234 28.2 9.2AB 04 FOC
Endofito

Fig. 9: Porcentaje de colonizacion del endofito al cultivarlo en un medio preinoculado con
FOC.
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Dia1

Dia 3

Dia 5

Fig. 10: Efecto de los enddfitos micoparasiticos 28.2, 9.4 y 10.3A en el crecimiento de
FOC a través del tiempo. 28.2 crecié junto con FOC los dias 2,3,4. el dia 2 el enddfito 9.4
crecié con FOC y el dia 1, 10.3A se aisl6 solo, la flecha indica la ubicacion del endéfito,
10.3A creci6 junto con FOC el dia 3.
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Fig. 11: Efecto de los enddfitos micoparasiticos 9.2AN y 23.4 en el crecimiento de FOC a
través del tiempo. Solo se logré aislar FOC.
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Prueba de antibiosis
Los extractos obtenidos de los endo6fitos mostraron tener un efecto significativo sobre

la inhibicion del crecimiento de FOC (KW: ¥?=38,6748; df=12; p p=0,001, Fig.12). En esta

prueba, el crecimiento de FOC se inhibio entre un 9.6% — 45.7%, dependiendo del enddéfito

(Fig. 13). El hongo 9.3B fue el enddéfito que presentd una mayor inhibicion en el crecimiento
(45.7%-50.7%, Fig. 13B), seguido por 3.5 (39.3%) 22.3 (37.9%) y 28.3 (33.3%),

respectivamente.
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Fig. 12: Porcentaje de inhibicion de FOC, al cultivarlo en medios de cultivo que contienen
extractos filtrados de enddéfitos (KW: ¢*=38,6748; df=12; p=0,001).
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Fig. 13: Respuesta de FOC al cultivarlo en un medio con extractos filtrados de enddéfitos. Figuras
A) F) K) O) controles de FOC. FOC disminuy0 el crecimiento con respecto a los controles al crecer
en: B) extracto de 9.3B C) extracto de 17.2 D) extracto de 9.2AB E) extracto de 9.3 G) extracto de
9.2AN H) extracto de 9.3A 1) extracto de 4.4 J) extracto de 9.4 L) extracto de 22.3 M) extracto de
21.4 N) extracto de 10.2A P) extracto de 6.3 Q) extracto de 15.5A.
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Prueba de viabilidad de esporas
Se observaron diferencias en el efecto inhibitorio de los endéfitos (R=0.44;

Fo.005(3,20)=5.44; gl.=23; p=0.0067) sobre la germinacion de las esporas de FOC al

compararlas con el control. 9.3B fue el enddfito que inhibié en mayor promedio la

germinacion de FOC en un 9.7 + 8% (xDE), pudiendo inhibir en una ocasion hasta un 21.9%
la germinacion de las esporas, Por otro lado, los hongos 28.3, 22.3 y 3.5, en general
promovieron la germinacién de las esporas (Fig. 14).
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Fig. 14: Porcentaje de inhibicion promedio (+D.E) en la germinacién de las esporas de FOC
en cultivadas en diferentes extractos de endéfitos a nivel in vitro (R=0.45; F()=5.44; gl.=3; p=0.0067).
Solo 3.5 inhibi¢ ligeramente la germinacion de esporas. Los extractos de 28.3, 22.3 y 3.5 promovieron

la germinacion.

Discusion

Con el surgimiento de patogenos resistentes a los métodos tradicionales de control,
es fundamental incrementar las investigaciones acerca de nuevos métodos basados en
estudios de la ecologia del patdgeno. Estudios realizados por Bailey et al. (2008) Evans,
Holmes & Thomas (2003) en cacao y Gazis, & Chaverri, (2015) en caucho, han demostrado
la importancia de los bosques neotropicales como fuentes de hongos endofitos que inhiben

el crecimiento de patdgenos tanto in vitro como in planta.
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Asimismo, en la presente investigacion se encontraron una gran diversidad de hongos
endofitos extraidos de Zingiberales nativas de los bosques costarricenses. Tal como se predijo
inicialmente, los enddfitos mostraron efectos antagonicos in vitro contra el F. oxysporum f.
sp cubense. Adicionalmente, revelaron una importante competitividad, ya sea por obtener
rapidamente los recursos disponibles, por la produccion de metabolitos que inhiben el
crecimiento de FOC, o por medio del micoparasitismo (Chernin & Chet, 2002). Estudios
anteriores han demostrado que las respuestas antagdnicas de hongos y bacterias tiene un
efecto en la presencia de FOC (Shen et al., 2018). Y como la presencia de hongos como
Trichoderma, Aspergillus y Penicillum tienden a regular la aparicion del patdgeno en suelos

supresivos (Ghag, Shekhawat & Ganapathi, 2015).

Pruebas de antagonismo in vitro

Prueba de confrontacion
Tal como se esperaba, la mayor parte de los enddéfitos estudiados a nivel in vitro

disminuyeron el crecimiento de FOC. Endofitos como 28.2, 10.3A y 23.4 mostraron
caracteristicas micoparasiticas entre estas, colonizaron la placa Petri en una menor cantidad
de tiempo con respecto a los demas enddéfitos y crecieron sobre el patdgeno. Estas respuestas,
le permitieron a los endéfitos entrar en contacto con hongo presa en una menor cantidad de
tiempo y consumirlo (Chernin & Chet, 2002; Thangavelu & Mustaffa, 2010).

Otro hongo que llend en un menor tiempo la placa fue 7.4; no obstante, no se
observaron caracteristicas micoparasiticas o antibidticas, por lo que se clasifico como
competidor. Estos endofitos tienden a crecer rapidamente para ser el primer organismo en
acceder a los recursos que el medio les da, como en este caso del endofito 7.4 (Chernin &
Chet, 2002).

También se observaron endéfitos que disminuyeron significativamente el crecimiento
del patdgeno. Estos, en general, crecieron en un mayor tiempo con respecto a los otros
enddfitos. El hallazgo coincide con lo postulado por Mejia y colaboradores (2008), quienes
indicaron que aquellos endofitos que producen antibiosis, tienen un crecimiento mas lento.

Como, por ejemplo, 9.4 el cual inhibié a FOC hasta un 95.4%.
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Tambien se obtuvieron diez hongos que inhibieron en mas de 50% el crecimiento de
FOC. Estos resultados son mucho més prometedores que los encontrados por Thangavelu,
Palaniswami & Velazhahan (2004) donde se reporta que diferentes cepas comerciales de T.
viride y T. harzianum inhibian FOC raza 1 entre 26.67% a 46.67% a nivel in vitro. A la vez,
son mas promisorios que los resultados encontrados por Caballero-Hernandez (2011) en
donde diferentes cepas de Trichoderma spp. aisladas de plantaciones de banano en Costa
Rica inhibieron el crecimiento de la raza 1 entre un 36.16% a un 62.5%.

Por otro lado, el hongo 9.4 presentd tanto antibiosis como sefiales de
micoparasitismo. El enddfito se identifico como Aspergillus cf niger. Hu y colaboradores
(2013) encontraron que este hongo puede actuar como micoparasito de los esclerocios de
Sclerotinia sclerotiorum en un 89.6% a un 90.7%. este hongo es conocido por la produccion
de metabolitos como aflatoxinas que tiene un alto impacto sobre el crecimiento de otros
hongos (Sudarma & colaboradores, 2015).

También se seleccionaron con la prueba de confrontacion cinco endéfitos que
presentaron sintomas de micoparasitismo. La actividad mostrada por estos hongos durante la
prueba de confrontacién fue similar a las descritas por Atanasova (2014) en Trichoderma
spp., en donde se divide el proceso de micoparasitismo en cuatro etapas. EI momento en
donde el hongo espera a que aparezca una potencial presa, el reconocimiento de la presencia
de la presa, la induccién de herramientas bioquimicas para sitiar por parte del micoparasito,
y finalmente, el ataque y la muerte de la presa.

El reconocimiento de la presa ha sido estudiado principalmente en Trichoderma spp..
Se ha identificado que el fendbmeno esta asociado al quimiotropismo (Karlsson et al., 2017),
en donde el micoparéasito, libera proteasas, las cuales influyen en la liberacion de
oligopéptidos al medio por parte del hongo presa. Estos oligopéptidos se unen a los receptores
acoplados de proteinas G y a receptores sensibles al nitrogeno en el caso de Trichoderma
spp. (Druzhunina et al., 2011; Atanasova, 2014). En consecuencia, se produce una cascada
de sefializacion que finaliza en la produccion de enzimas degradadoras de la pared celular
del otro hongo y en la biosintesis de metabolitos secundarios (Druzhunina et al., 2011,
Atanasova, 2014).

Durante la investigacion se pudo observar un cambio de coloracion del medio

mientras el micoparasito se estaba acercando a FOC. Este cambio de coloracion de blanco a
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un amarillo intenso sugiere la liberacion de metabolitos que podian tener una funcién similar
a la descrita en la literatura (Druzhunina et al., 2011; Atanasova, 2014). Ademas, se observo
una reduccion en el crecimiento de FOC mayor del 50% al confrontarlo con 9.2AN y 9.4.

También se observd la formacion de un apresorio por parte de 9.2AN y enrollamiento
tanto en 9.2AN y 9.4. Karlsson y colaboradores (2017) describen que la formacién de los
apresorios esta relacionada con la produccion de lectina por parte del hongo presa. La
liberacion de lectina por la presa sirve como una sefial para el hongo micoparasitico produzca
una papila similar a un apresorio y posteriormente comience a enrollarse sobre su presa.

También se observaron dos tipos de estrategias antagonistas: la rapida y la lenta. La
primera estrategia se observo con los hongos 10.3A, 23.4, y 28.2. Estos crecieron y llenaron
toda la placa rapidamente. Ademas, inhibieron entre un 27.96% y un 34.82% a FOC durante
su crecimiento. Dos dias después de que convergieron las hifas del micoparasito y la presa,
los enddfitos comenzaron a crecer sobre FOC cubriéndo parcialmente (10.3A y 28.2) y
totalmente (23.4) al patégeno. Estos hongos siguieron una estrategia similar a la observada
por Atanasova y colaboradores (2013) con T. virens, quien rapidamente intoxico a su presa
y crecio encima.

Por otro lado, 9.2AN y 9.4 utilizaron una estrategia lenta similar a la descrita para el
hongo T. atroviride. El tipo de micoparasitismo que se describe, esta ligado a procesos de
antibiosis (Atanasova et al., 2013). Al ser un proceso de crecimiento hacia el patégeno mas
lento con respecto a los otros hongos micoparasiticos, se pudo observar claramente el
enrollamiento de las hifas. Sin embargo, seria relevante estudiar mas a fondo los procesos de
micoparasitismo de los hongos 23.4, 9.4 y 9.2AN, debido a la poca documentacidn existente
que detalle los procesos fisioldgicos que ocurren durante el micoparasitismo en otras especies

diferentes a Trichoderma.

Prueba de micoparasitismo
En esta prueba, se esperaba que los hongos enddfitos colonizaran el plato

preinoculado con FOC y que al extraer un fragmento de este plato y cultivarlo nuevamente
se lograria aislar Unicamente el endofito. No obstante, los hongos considerados
micoparasiticos no actuaron con la misma eficacia que en la prueba de confrontacién. Los

enddéfitos que antes habian micoparasitado a FOC no lograron colonizar el plato preinoculado
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con el patogeno, con excepcion de 10.3A que se logro aislar solo en una ocasion y crecio
junto con el patgeno al igual que los hongos 28.2 y 9.4.

Por su parte, se esperaba que con el transcurso de los dias el endofito iba a ir creciendo
y se iba aislar a lo largo de la placa. Sin embargo, no se observd un patron claro de
crecimiento a partir del fragmento donde se encontraba el endofito, en el transcurso del
tiempo de prueba.

Se ha reportado que varias especies de hongos con potencial micoparasitico como
Trichoderma, crecen sobre otros hongos y se alimentan de biomasa fungica muerta (Karlsson
et al., 2017). Razon por la cual posiblemente no disminuy6 la presencia de FOC. Sin
embargo, este hongo se podria probar in planta y asi observar su potencial para prevenir la
entrada de FOC en la planta, ya que mostraron que al crecer previo a FOC pueden

micoparasitarlo.

Prueba de antibiosis
Los hongos producen un amplio rango de metabolitos secundarios, los cuales

confieren una ventaja al hongo a la hora de competir por recursos (Chen et al., 2015). El
efecto de este proceso se observo en la prueba de confrontacion, donde hubo hongos que
inhibieron a FOC como 9.4, 28.3, 22.3, 4.4. La mayoria de los hongos que inhibieron el
crecimiento de FOC pertenecen al género Aspergillus. Muchos hongos del presente género
estan reportados en la literatura por su capacidad de producir micotoxinas u otros metabolitos
como el metil-ester el cual inhibe el crecimiento de otros hongos (Aneja, Gianfagna &
Hebbar, 2006).

Otros hongos como las Trichoderma, mostraron cambios en la coloracion del medio
antes del contacto con FOC. Esté reportado que este género produce un amplio rango de
metabolitos, como por ejemplo el &cido heptelidico y el 4cido koningico, entre otros (Chernin
& Chet, 2002; Tonje et al., 2007; Karlsson et al., 2017; Adnan et al., 2019). Por lo tanto,
estos hongos son de un gran interés para control biol6gico.

Por otro lado, mediante la prueba de antibiosis se observo el efecto de los metabolitos
secundarios solubles en agua inhibitorios producidos por el endofito en el crecimiento y
esporulacién del patdgeno. Durante esta prueba, encontramos hongos que inhibieron a FOC
hasta un 50,7% de su crecimiento radial. No obstante, el porcentaje podria incrementar si se

utilizan métodos como la liofilizacion para concentrar los metabolitos disueltos en el agua y
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si se trabaja con hongos que estén esporulando, que es cuando liberan una mayor gama de
metabolitos (Calvo et al., 2002, Zaferanloo, Vikar, Mahon & Palombo, 2013).

Prueba de viabilidad de conidios y clamidosporas
Tal como se observa en el experimento, la produccion de conidios y clamidosporas

fue mayor en los platos que tenian extractos de los endéfitos 28.3, 22.3, 3.5 con respecto al
control. Solo el hongo 9.3B inhibi6 el crecimiento entre un 9.7-21.9%. Esto podria estar
relacionado con la metodologia empleada, ya que las esporas de FOC fueron incubadas por
dia en caldo de papa junto con el extracto del enddéfito, previo a colocarlo en el plato Petri.
Los extractos de los endodfitos no inhibieron en ese momento la germinacion de esporas, que
era lo que se esperaba, sino que mas bien la estimularon.

Whalley y Taylor (1973) indican que la germinacion de las clamidosporas y conidios
de Fusarium es estimulada por nutrientes como la glucosa. Ademas, estos carbohidratos
tienen un efecto directo en la produccién de clamidosporas, ya sea aumentando o inhibiendo
su produccion de acuerdo a las necesidades nutricionales del hongo (Schippers & Old, 1974).
los azlcares provenientes del caldo pudieron ser los estimulantes de la germinacion de las
esporas, y una vez colocados en la paca Petri rapidamente terminaron de crecer (Peng et al.,
1999).

Conclusiones

En este experimento, se analizaron 31 morfoespecies, 5 de las cuales mostraron

potencial micoparasitico y 15 revelaron potencial antibiético. Al realizar pruebas mas
especificas se selecciond a 10.3A, ya que fue el Gnico que disminuyd el crecimiento de FOC
por micoparasitismo en placas preinoculadas por el patdgeno. Ademas, mostré potencial
antibidtico.

En el caso de los hongos que producian antibiosis hubieron 4 que inhibieron en méas
de 30% el crecimiento de FOC (9.3B, 3.5, 22.3 y 28.3). En donde se selecciond a 9.3B por
su capacidad de disminuir la germinacion de las estructuras reproductivas de F. oxysporum
f.sp cubense hasta un 21.9% y disminuir el crecimiento micelar hasta un 50.7%. En el caso
de los enddfitos Aspergillus spp que dieron muy buenos resultados en la prueba de

confrontacidn, se debe evaluar si los metabolitos que producen son debido a micotoxinas y
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valorar cual es el efecto de estas en la plantacion y la salud humana. También se recomienda,
realizar pruebas con consorcios de hongos, ya que la presencia de uno puede potencial la
accion de otro hongo frente al patdgeno.

Los ensayos in vitro es una herramienta muy util para seleccionar endofitos que
tengan potencial antibidtico y micoparasitico, pero pueden generar resultados diferentes a los
encontrados en pruebas in planta e in vivo. Por lo que se recomienda realizar ensayos con los
hongos estudiados en invernadero y en el campo. Es importante realizar estas pruebas con
diferentes tipos de suelo para evaluar la sobrevivencia y la actividad bioldgica contra FOC.
Ademas, estos estudios permitiran evaluar su eficacia en estos ambientes y ayudara a
entender la relacion planta enddfito y valorar diferentes implicaciones que puede conllevar
la utilizacion de organismos vivos en una plantacion como por ejemplo la compatibilidad del
enddfito con la planta, la produccion de micotoxinas, competencia con otros microrganismos
benéficos del suelo o si actdan en condiciones de estrés como fitopatdgenos, entre otros.

Finalmente, se debe recalcar la importancia el estudio de los bosques tropicales en la
bdsqueda de nuevos microrganismos para control bioldgico y en la busqueda de hongos que
colonicen la planta de manera sistémica. Esto les permitird una proteccion durante mas

tiempo.
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Anexos

Fig. A.2: Prueba con enddfito 17.1.
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Fig. A.3. Prueba con enddfito 3.5.

Fig. A.4. Prueba con enddfito 4.4.

Fig. A.5. Prueba con endéfito 9.3B.
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Fig. A.6. Prueba con enddfito 10.1.

Fig. A.7. Prueba con enddfito 6.1.

Fig. A.8. Prueba con enddfito 10.1B.
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Fig. A.9. Prueba con endofito 7.4.

Fig. A.10. Prueba con endofito 28.2.

Fig. A.11. Prueba con endofito 6.3.
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Fig. A.12. Prueba con enddfito 6.4.

Fig. A.13. Prueba con endofito 2.3.

Fig. A.14. Prueba con endofito 9.2AN.
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Fig. A.16. Prueba con endofito 9.3A.

Fig. A.17. Prueba con endofito 21.4.
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Fig. A.18. Prueba con endofito 10.3A.

Fig. A.19. Prueba con enddfito 9.3.

Fig. A.20. Prueba con endofito 10.2A.
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Fig. A.21. Prueba con endofito 15.5A.

Fig. A.22. Prueba con endofito 17.2.

Fig. A.23. Prueba con endéfito 18.4.
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Fig. A.25. Prueba con endofito 22.3.

Fig. A.26. Prueba con endofito 19.3.
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Fig. A.27. Prueba con endofito 19.4.

Fig. A.28: Prueba con endofito 28.3.

Fig. A.29: Prueba con endofito 9.4.
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