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BARRIOS MURILLO, MA. 2006. ESTUDIO DE HONGOS ENDOFITICOS COMO
INDUCTORES DE RESISTENCIA PARA EL CONTROL DE SIGATOKA NEGRA
(Mycosphaerella fijiensis) EN PLATANO.

Palabras clave: hongos endofiticos, inoculacion artificial, Trichoderma, Fusarium, Sigatoka
negra, Musa, induccion de resistencia.

RESUMEN

La Sigatoka negra es una enfermedad foliar causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis
que ataca el cultivo de banano y platano en el mundo, generando grandes pérdidas en produccion,
con alta inversion en agroquimicos como método efectivo de control, por lo cual es importante
desarrollar alternativas que permitan reducir el costo econdmico y ambiental. El objetivo del
estudio fue evaluar la colonizacion, promocion de crecimiento y control de Sigatoka negra, en
vitroplantas de platano inoculadas con cuatro aislamientos de Hongos Endofiticos (HE), bajo
condiciones controladas de invernadero. Los resultados muestran mayor porcentaje de
colonizacion de HE en la raiz, seguido por el cormo, pseudotallo y hoja. Aislamientos de
Trichoderma atroviride fueron perdiendo a través del tiempo su poder de colonizacion, mientras
que, cepas de Fusarium oxysporum incrementaron paulatinamente estos valores. Se encontraron
diferencias significativas para las variables de promocion de crecimiento area foliar (»p<0.0001) y
diametro del pseudotallo (p<0.0093); también se observo un efecto positivo en los tratamientos
con cepas combinadas de HE, atribuida a una accion sinérgica. El andlisis foliar (relacion Ca-Mg-
K), revel6 un ligero desequilibrio en los tratamientos evaluados, excepto para el testigo, debido
posiblemente a la toma de nutrientes del suelo por parte de los HE para sobrevivir. En relacion al
control de la Sigatoka negra, siguiendo las lecturas con las escalas de Fouré (1985) y Romero
(2005), el T4, aislamiento de Fusarium oxysporum, fue el Ginico que mostrd un retraso de cinco
dias en el desarrollo de sintomas y evolucioén de la enfermedad comparado con el testigo. A la
fecha, existen reportes de literatura sobre induccion de resistencia usando HE inoculados a nivel
radical para el control de enfermedades foliares y dado el caso, que los resultados aqui
presentados, no demuestran con suficiente amplitud la respuesta esperada, se recomienda
continuar trabajando en esta direccion, ya que esta es la primera experimentacion realizada en el

cultivo del platano.
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BARRIOS MURILLO, MA. 2006. STUDY OF FUNGAL ENDOPHYTES AS RESISTANCE
INDUCTORS FOR BLACK SIGATOKA (Mycosphaerella fijiensis) CONTROL IN PLANTAIN.

Key words: fungal endophytes, artificial inoculation, Trichoderma, Fusarium black Sigatoka,
Musa, induction of resistance.

SUMMARY

Black Sigatoka is a foliar disease caused by Mycosphaerella fijiensis fungus. It attacks
banana and plantain crops around the world, generating enormous production losses and high
agrochemical investments as effective control method. It is very important to develop
alternatives to reduce economic and environmental costs. The objective of this study was to
evaluate colonization, growth promotion and black Sigatoka control in plantain vitroplants,
inoculated with four Fungal Endophytes (FH) isolates under controlled greenhouse conditions.
Results showed higher FE colonization percentage at root level, followed by the corm,
pseudostem and leaf. Trichoderma atroviride isolates lost their colonization power through
time, while Fusarium oxysporum strains gradually increased these values. Significant
differences were found for growth promotion of foliar area (p<0.0001) and pseudostem
diameter (p<0.0093) and a positive effect was also observed in combined FE strain treatments,
attributed to a synergic action. The foliar analysis (Ca-Mg-K relationship), showed a slight
unbalance in treatments evaluated (except the control), probably due to FE soil nutrients
uptake. In relation to black Sigatoka control, series of comparative measurements using Fouré
(1985) and Romero (2005) scales, T4, Fusarium oxysporum isolate, was the only treatment
showing a significant delay (five days) to develop symptoms of disease evolution compared to
the control. Up to date, there are literature reports on resistance induction using inoculated FE
at root level to control foliar diseases. Even though results obtained through this study do not
demonstrate the expected response with enough certainty, it is recommended to continue

working in this direction, since this is the first research effort with FE conducted in plantain.
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1 INTRODUCCION

El cultivo del platano es de gran importancia a nivel de pequefios productores, al
constituirse en un alimento esencial para la dieta basica y generar ingresos a la canasta
familiar. Se cultiva a nivel mundial en un area aproximada de 5 290 107 hectareas, con una
produccion anual de 33 349 584 TM, de las cuales el 70% se concentra en los paises del
Africa; y el restante en las regiones de América Latina y el Caribe (27%) y Asia (3%). En
América Latina, Colombia (38%), Pera (19%) y Ecuador (8%) son los paises mas productores
(FAO 2006).

Entre los principales problemas fitosanitarios que enfrenta el cultivo, se encuentran los
ocasionados por hongos y nematodos. En el caso de los hongos, la Sigatoka negra causada por
Mycosphaerella fijiensis, es considerada la enfermedad foliar mas limitante y destructiva a
nivel mundial. Esta enfermedad causa destruccion paulatina del area foliar, acompanada de
una fuerte necrosis, afectando el proceso fotosintético, haciendo que la planta llegue a la
floracion con un reducido numero de hojas funcionales, perjudicando el eficiente llenado de
frutos y acelerando el proceso de maduracion de la fruta, lo que genera grandes pérdidas
econdmicas en la fase de comercializacion (Guzman 2006; Marin y Romero 1998).

El impacto de la Sigatoka negra en los paises productores ha sido devastador en los
ultimos 30 afios; ocasionando importantes pérdidas en la produccion. En Costa Rica, el costo
de control para el cultivo de banano es de US$1500 ddlares por ha/afio (Marin et al. 2003). En
Meéxico, se han registrado pérdidas del 50 al 100% en la produccion, lo que ha obligado en la
mayoria de las zonas de produccion a incrementar los ciclos de aplicacion, llegando a
sobrepasar las 40 aplicaciones por ciclo de cultivo (Orozco-Santos y Orozco-Romero 2006).

Sumado a lo anterior, la pérdida de sensibilidad de M. fijiensis a ciertas moléculas
quimicas, debido a su enorme plasticidad genética, dada por su doble tipo de reproduccion
vegetativa; y la urgencia de competir en el mercado nacional e internacional con productos de
excelente calidad y con una menor cantidad de residuos toxicos, crean la necesidad de
encontrar métodos que permitan reducir los dafios causados por esta enfermedad.

En ese sentido, el uso de controladores biologicos para el manejo alternativo de la
Sigatoka negra en el cultivo del platano, podria ser una estrategia promisoria de control. El

grupo meta al que estéd dirigido esta investigacion son los pequefios agricultores de platano y



aquellos quienes comparten tecnologias amigables con el ambiente, como se refleja en los
sistemas organicos, bioldgicos o en transicion.

El objetivo de esta investigacion, fue evaluar una alternativa potencial para el control
de Sigatoka negra, mediante el uso de hongos endofiticos que ayuden a reducir o eliminar el
uso de plaguicidas quimicos utilizados en el control de la enfermedad. Estos hongos
endofiticos colonizan los tejidos de la planta, promueven el crecimiento y podrian
eventualmente inducir mecanismos de resistencia, bien como mensajeros secundarios, que
activen factores de defensa capaces de transferir alglin tipo de sefial local, que posteriormente
sea de tipo sistémica, 6 que proteja la planta, contra el ataque de M. fijiensis reduciendo la
expresion de sintomas de la enfermedad. Estos mismos inductores estimularian de manera
optima el desarrollo fisioldgico de la planta, facilitando el metabolismo, la division celular y la
promocién del crecimiento. Asi mismo, la implementacion de estas metodologias en los
sistemas de produccion agricola de los pequefios agricultores, aportaria ventajas comparativas
respecto a los métodos de control quimico ampliamente establecidos, toda vez que estos son
sistemas eficientes, de bajo costo, con baja inversion en mano de obra, faciles de implementar,

amigables con el ambiente y seguros, sin ocasionar dafios a la salud humana o animal.



1.1 Objetivos del estudio

1.1.1 Objetivo general

Estudiar alternativas potenciales para el manejo de la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis Morelet) en platano, mediante el uso de hongos endofiticos que

actuen como promotores de crecimiento e inductores de resistencia.

1.1.2 Obijetivos especificos

Evaluar la colonizacion de hongos endofiticos a través del tiempo, bajo condiciones

controladas de invernadero.

Estimar el efecto de los hongos endofiticos sobre la promocion del crecimiento en

vitroplantas de platano.

Evaluar bajo condiciones de invernadero el desarrollo de sintomas y severidad de la
Sigatoka negra en vitroplantas de platano (cv. Dominico-Hartén) previamente inoculadas

con cuatro hongos endofiticos no patogénicos de los géneros Fusarium y Trichoderma.

1.2 Hipotesis del estudio

Los hongos endofiticos colonizan las vitroplantas de platano confiriéndole resistencia

contra el ataque de Mycosphaerella fijiensis.

La inoculacion de las vitroplantas de platano con hongos endofiticos promueve el
crecimiento y reducen significativamente la expresion de sintomas y la severidad de la

Sigatoka negra.



2 MARCO CONCEPTUAL

2.1 El cultivo del platano

El platano tuvo su centro de origen en el continente Asiatico, principalmente en las
zonas de Filipinas, India y Nueva Guinea. Son plantas monocotiledoneas pertenecientes a la
familia Musécea, orden Escitaminales. Las especies mds importantes dentro de esta familia
son: acuminata y balbisiana (seccion Eumusa género Musa), de donde por cruzamientos
interespecificos han originado la mayoria de los cultivares de platano comestibles mas
importantes del mundo (Stover y Simmonds 1987).

Morfologicamente, la planta de platano consiste de un sistema de raices fibrosas, un
cormo subterraneo y un falso tallo (pseudotallo) que sostiene las hojas, flores y frutos. Las
Raices tienen forma de cordon y aparecen en grupos de 3 6 4. Son de color blanco cuando
emergen, y a medida que aumenta la edad de la planta, se tornan amarillentas y duras. Su
diametro oscila entre 1.0 y 5.0 mm. En suelos fértiles, bien drenados y profundos, las raices se
pueden extender 1.5 m en profundidad y hasta 5.0 m lateralmente (Lavillé 1964). EI cormo es
un tallo subterraneo con ramificaciéon monopddica. En el apice se encuentra anidado el punto
vegetativo o meristemo apical, a partir de los cuales surgen las raices y el pseudotallo. La
forma del cormo esta influenciada por la textura y estructura del suelo, puede variar desde
conica en suelos pesados a cilindrica achatada en suelos livianos. El diamétro no excede de los
30 cm. La consistencia suele ser carnosa debido a su alto contenido de parénquima. El
pseudotallo ofrece a la planta apoyo y capacidad para almacenar reservas amilaceas; también,
le permite alcanzar mayor altura y elevar el nivel de las laminas foliares que captan la luz
solar. En una planta adulta puede medir 5.0 m de altura y 40 cm de didmetro segtn el clon. Su
estructura es resistente y puede soportar el peso de las ldminas foliares y de su inflorescencia
que llega hasta 75 kg. Las hojas son grandes y oblongas (2-4 m de largo y hasta de 0.5 m de
ancho), poseen seudopeciolos largos que se ensanchan en vainas, cuyo conjunto forma el

pseudotallo (Belalcazar 1998).



2.1.1 Importancia del cultivo

Las Musdceas (bananos y platanos) son el cuarto cultivo mas importante del mundo,
después del arroz, el trigo y el maiz. El platano tiene una gran importancia estratégica dentro
del sector rural, y ocupa un lugar destacado en el suministro de alimentos (Belalcazar 1998).
En Colombia, el area sembrada es aproximadamente de 413,000 has. con una produccion de
3.4 millones de TM/afio, donde el 96% es destinado al mercado interno y el resto a la
exportacion. En Pert, se tiene establecida una superficie de 136,000 has. de platanos
cultivadas, que producen mas de 1.6 millones de toneladas, donde el 70% de la produccion, se
concentran en la zona selvatica como fuente alimenticia importante dentro del consumo
familiar, al mismo tiempo que permite la generacion de ingresos econdmicos en forma
permanente, considerandose la caja cldsica que regula gran parte del presupuesto diario
familiar como producto de comercializacion local y regional. Para el caso del Ecuador se
reportan sembradas cerca de 144,932 has. con una produccion de 1 012 720 TM/afo, de las

cuales destinan el 95% a la exportacion y el resto al consumo interno (FAO 2006).

2.1.2 Principales plagas y enfermedades del cultivo

Entre los problemas fitosanitarios mas frecuentes que afronta el cultivo en relacion a
plagas y enfermedades se tiene: virus del mosaico del pepino (CMV), virus del rayado del
banano (BSV), nematodos (Radopholus similis, Pratylenchus spp. y Meloidogyne spp.),
picudo negro (Cosmopolites sordidus), y Sigatoka negra (Micosphaerella fijiensis). Esta
ultima, es la principal enfermedad responsable de grandes pérdidas econdémicas en la

produccion mundial y a la cual nos referiremos a continuacion.

2.1.2.1 Sigatoka negra

La Sigatoka negra, es la enfermedad mas importante que afecta la produccion
comercial de bananos y platanos en la mayoria de las regiones productoras del mundo. Esta
enfermedad es causada por el hongo ascomiceto Mycosphaerella fijiensis Morelet, reportado
por primera vez al sudoeste asiatico (Rhodes 1964). La primera aparicion de ésta enfermedad
fuera del continente asiatico fue en Honduras en el afio de 1972 (Stover 1980). A partir de esta
fecha, la enfermedad se ha diseminado a través de varias regiones de América Latina y el

Caribe: Belice en 1975, Guatemala, Costa Rica, El Salvador y Nicaragua en 1977. México y



Panama en 1980, Colombia en 1981, Ecuador en 1986, Venezuela y Cuba en 1991 (Martinez
et al. 1999; Vidal 1992); Jamaica y Peru en 1994, Republica Dominicana en 1996, Bolivia en
1997 (Tejerina 1998) y Brasil, en 1998 (Maciel et al. 1998).

Mycosphaerella fijiensis, tiene la caracteristica de reproducirse tanto sexual como
asexualmente durante su ciclo de vida, lo que dificulta su manejo. La fase asexual, genera
conidios que son liberados desde los conidioforos a partir de las primeras lesiones de la
enfermedad (pizcas o estrias). La fase sexual produce una gran cantidad de ascosporas desde
estructuras llamadas peritecios, los cuales se forman sobre la superficie del estado de lesion
mas avanzado de la enfermedad (Meredith 1970).

Como producto de la gran capacidad reproductiva del hongo, éste ha alcanzado una
amplia variedad genética y patogénica que le ha permitido adaptarse a diversas condiciones
ambientales. Entre las variables agrometereologicas que influyen en la germinacion,
penetracion y éxito en la colonizacion de los tejidos internos y desarrollo de M. fijiensis, se
encuentra la temperatura, la humedad relativa, el viento y la precipitacion; las cuales definen
la dindmica del indculo y el impacto de la enfermedad en los rendimientos (Marin ef al. 2003).

Los sintomas de la enfermedad, bajo condiciones controladas de invernadero pueden
desarrollarse por completo desde los 10 hasta los 50 dias (Romero 2005). De acuerdo con

Fouré (1985), los estadios de la enfermedad se pueden describir como aparece a continuacion:

e Estadio 1: pequefias manchas de color blancuzco o amarillo con pequefios puntos
negros en la zona central, este sintoma es visible en el envés de la hoja.

e Estadio 2: surge como una raya, generalmente de color café y visible en el envés de la
hoja que cambia progresivamente de color café a negro.

e Estadio 3: se diferencia del anterior en sus dimensiones. La raya se hace mas grande y
bajo ciertas condiciones (poco indculo y condiciones climaticas favorables), puede
alcanzar una longitud de 2 a 3 cm.

e Estadio 4: visible por la haz de la hoja como una mancha negra, claramente apreciada
a simple vista.

e Estadio 5: ocurre cuando la mancha se vuelve totalmente negra, provista de un halo
amarillo que la rodea y se extiende en la haz de la hoja.

e Estadio 6: ocurre cuando el centro de la mancha negra se seca y adquiere un color gris

claro rodeado por un halo de color amarillo brillante.



El desarrollo de sintomas de la enfermedad, ha sido complementado con la evaluacion del:

e Periodo de Incubacion (PI): nimero de dias desde el momento de la inoculacion
hasta la aparicion del primer estadio (pizcas).

e Periodo de Latencia (PL): tiempo transcurrido entre la aparicion de las estrias y las
primeras manchas en estadio 6.

e Tiempo de Evolucion de Sintomas (TES): numero de dias desde la aparicion de los
primeros sintomas (estadio 1) hasta el final de estos (estadio 6).

e Tiempo de Desarrollo de la Enfermedad (TDE): nimero de dias entre el momento
de la inoculacién y la aparicion de las primeras manchas necrosadas en la hoja

(estadio 6).

En lo que hace referencia al control de la Sigatoka negra, este se ha realizado
principalmente mediante el uso de agroquimicos, conjuntamente con practicas culturales que
permite reducir el in6culo del hongo (Romero 2006; Marin et al. 2003). No obstante, en la
actualidad se estd trabajando en métodos alternativos mediante mecanismos como: la
utilizacion de enmiendas orgdnicas, bacterias epifitas (quitinoliticas y glucanoliticas),
extractos de plantas con caracteristicas fungicidas, lixiviados de compost o lombricompost; y
mas recientemente, la induccion de resistencia por parte de antagonistas y hongos endofiticos

(Orozco-Santos y Orozco-Romero 2006; Patino et al. 2006; Riveros et al. 2002).

2.2 Relacion Planta-Microorganismo mutualista (Hongos endofiticos)

En los ultimos afos, los inconvenientes causados por el uso de quimicos en la
agricultura se han incrementado, lo que ha generado un gran interés en la busqueda de
sistemas de control alternativos (Benitez et al. 2004). Una de las estrategias presentadas es la
utilizaciéon de microorganismos que puedan actuar como agentes de biocontrol donde los
mecanismos empleados por estos son muchos y de variada naturaleza (Howell 2003).

Seglin Rey et al. (2001), la habilidad de un hongo para existir en un habitat particular
como el suelo o la superficie del 6rgano de una planta, esta particularmente determinado por
las relaciones ecoldgicas con otros microorganismos. Estas interrelaciones a menudo son
antagonistas naturales, donde uno o mas de los organismos puede resultar perjudicado o tener

una actividad reducida. Especies como: micorrizas, rizobacterias y hongos endofiticos, son los
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mas utilizados para el control biolégico de enfermedades, debido a su ubicuidad, facilidad
para ser aislados y subcultivados, asi como, un rapido crecimiento en un gran nimero de
sustratos (Pocasangre et al. 2006; Sikora y Pocasangre 2006; Rey et al. 2001).

En ese sentido, se estudiaran los hongos endofiticos (HE), los cuales han sido definidos
como microorganismos que colonizan los tejidos u 6rganos internos de una planta sin causar
ningln tipo de dafio a la misma (Latch 1993; Carroll 1990). La mayoria de estos hongos, son
ascomicetos y estan presentes en gran parte de su ciclo de vida dentro del tejido de la planta,
donde pueden alterar la fisiologia promoviendo el crecimiento e incrementando la resistencia
al estrés causado por factores bidticos o abiodticos (Pocasangre et al. 2006; Sikora y
Pocasangre 2006; Pocasangre 2003; Sikora 1992). Entre los géneros mas conocidos de HE se
encuentran: Acremonium, Anthostomella, Aspergillus, Chrysosporium, Cladosporium,
Clypeopycni, Colletotrichum, Coniothyrium, Cryptocline, Fusarium, Glomerella, Guigniardia,
Lasiodiploidia,  Libertella, — Nodilosporium,  Phaeosphaeria, — Phialophora, = Phoma,
Phomastospora, Phomopsis filiciana, Scopulariopsis, Trichoderma, Verticillium y Xylaria
(Souza et al. 2004; Petrini ef al. 1992).

Los HE son también conocidos por el desarrollo de relaciones planta-microorganismo
mutualista donde actuian como antagonistas contra plagas y enfermedades (Harman et al.
2004). El éxito de la mayoria de estos hongos se debe a su alta capacidad de reproduccion,
habilidad para sobrevivir bajo condiciones desfavorables, eficiencia en el uso de nutrientes,
promocion de crecimiento e induccidon de los mecanismos de defensa en las plantas (Sikora y

Pocasangre 2006; Benitez et al. 2004).

2.2.1 Mecanismos de Biocontrol

Segun Howell (2003), los controladores bioldgicos son organismos vivos cuya
actividad depende de las condiciones ambientales donde habitan y de los mecanismos
complejos que actiian sinergicamente para el control de enfermedades. Benitez et al. (2004),
afirma que cuando el agente de biocontrol es un HE, el mecanismo se da como resultado de su
habilidad para producir sustancias o metabolitos que impidan la germinacion de esporas,
inhibiendo la accion del patogeno o modificando la rizosfera por acidificacion del suelo, lo
cual interfiere el crecimiento del patdgeno agresor. Asimismo, el biocontrol puede resultar de
la interaccion entre los patogenos y el controlador biolodgico, mediante un micoparasitismo que

involucre un contacto fisico y la produccion de enzimas hidroliticas, compuestos toxicos y/o
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antibidticos que actiian sinergicamente con las enzimas (Sharon et al. 2001). En el caso de
cepas no patogénicas de Trichoderma y Fusarium, estds pueden ademds, ejercer efectos
positivos incrementando el crecimiento de la planta (biofertilizacion), al mismo tiempo de

estimular mecanismos de defensa (Harman 2000).

2.2.2 Biofertilizacion y estimulacion de los mecanismos de defensa en plantas

Existe un grupo importante de hongos que presentan efectos antagdnicos contra otros
microorganismos. Sin embargo, aun no se ha logrado determinar con precision los
mecanismos que intervienen en las interacciones entre los antagonistas y los patogenos en la
planta huésped (Howell 2003). Para Trichoderma, se ha considerado un complejo de
mecanismos que incluye: competencia por nutrientes y espacio, antibiosis, micoparasitismo e
induccion de resistencia (Harman et al. 2004). Hongos como Fusarium oxysporum no
patogénico, se le adjudican como modos de accion mas importantes: induccion de resistencia,
competencia por nutrientes en la rizosfera y competencia por sitio de infeccion (Tam 2005;
Hammerschmidt and Kuc 1995).

Colonizacion en raices de plantas: cepas de Trichoderma colonizan primero las
raices de las plantas, estimulan el crecimiento y confieren proteccion contra infecciones
(Benitez et al. 2004). La colonizacion implica la habilidad por parte del endofitico de
adherirse y reconocer la raiz, y penetrar y resistir metabolitos toxicos producidos por la planta
en respuesta a la invasién de un organismo extrafio (Franken et al. 2002). Algunas cepas de
Trichoderma establecen largos periodos de colonizacion en las raices de las plantas,
penetrando en el interior de la epidermis donde producen compuestos capaces de inducir local
o sistemicamente una respuesta de defensa por parte de la planta. La sintesis y acumulacion de
fitoalexinas, flavoniodes, terpenoides, derivados fendlicos y otros compuestos antimicrobiales,
actian contra la invasioén de hongos patogenos (Chet et al. 2006; Harman et al. 2004).

Biofertilizacion: la colonizacion de las raices por Trichoderma, ademas, de aumentar
el crecimiento y desarrollo de las raices, puede también aumentar la productividad del cultivo,
darle resistencia al estrés abidtico y una eficiente toma y uso de nutrientes por parte de la
planta (Benitez et al. 2004). Chet et al. (1997), afirman que la produccion en los cultivos
puede incrementarse hasta un 300% después de la inoculacion de Trichoderma hamatum o
Trichoderma koningii. También, reportan en experimentos llevados a cabo en invernadero, un

aumento considerable en la produccion, con semillas de plantas previamente tratadas con
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esporas de Trichoderma. Sin embargo, existen muy pocos reportes de cepas que producen
factores de crecimiento (auxinas, citoquininas y etileno) que son detectados e identificados en
el laboratorio (Benitez et al. 2004). La produccién controlada de estos componentes, junto con
la sintesis o estimulacion de fitohormonas, sumada a la adicion de cepas de Trichoderma
acidificando su ambiente circundante por secrecion de acidos organicos, puede mejorar la
biofertilizacion (Osiewacz 2002). Estos acidos organicos resultan del metabolismo de otras
fuentes de carbono principalmente glucosa, con capacidad de solubilizar fosfatos,
micronutrientes y minerales cationes incluyendo hierro, manganeso y magnesio (Howell
2003). Por lo tanto, la adicién de Trichoderma a suelos donde estos cationes son escasos
resulta en la biofertilzacion por la solubizacion del metal, mejorando la estructura del suelo e
incrementando la productividad del cultivo (Benitez et al. 2004).

Estimulacion de la resistencia en plantas y mecanismos de defensa: la habilidad de
cepas de Trichoderma para proteger plantas contra patdgenos de raices puede ser atribuida al
efecto antagonista contra la invasion del patdégeno (Howell 2003). No obstante, estas
asociaciones de raiz-hongo también estimulan los mecanismos de defensa de la planta, donde
cepas de Trichoderma adicionados a la rizosfera protegen las plantas contra diferentes clases
de patogenos, incluyendo virus, bacterias y hongos, mediante mecanismos de resistencia
similares a la respuesta hipersensible, resistencia sistémica adquirida (SAR) e inducciéon de
resistencia sistémica (ISR) (Harman ef al. 2004).

A nivel molecular, la resistencia resulta en el incremento en la produccién de
metabolitos y enzimas relacionados con los mecanismos de defensa, tales como las enzimas
fenil-alanina amonio-1yase (PAL) y chalcone sintasa (CHS), involucradas en la biosintesis de
fitoalexinas y de proteinas relacionadas con la patogenicidad como: quinasas y [-1,3-
glucanasas, entre otros (Benitez et al. 2004).

Investigaciones en ese sentido, han revelado que la expresion de la quitinasa (Chit42)
de Trichoderma harzianum en plantas de tabaco y papa resulta en lineas transgénicas
altamente tolerantes o completamente resistentes contra Alternaria alternata, Alternaria
solani, Botrytis cinerea 'y Rhizoctonia solani. De esta manera, la proteccion de plantas parece
ser un resultado exclusivamente del incremento en la actividad enzimatica de estas enzimas.
En otros casos, expresiones heterogéneas de pectinasas y glucanasas en plantas resultan en un
refuerzo enzimatico contra patdogenos pero no en estimulacion especifica de los mecanismos
de resistencia en plantas (Benitez et al. 2004).
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La adicion de laminarin y B-1,3-glucan, induce varios genes de defensa y reduce la
infeccion contra Botrytis cinerea y Plasmopara viticola (Benitez et al. 1998). Phytophthora
parasitica produce unas células glicoproteinas (CBEL) que tiene un campo de celulosa
obligatoria (CBD) y provoca respuesta de defensa en la planta huésped. La infiltracion de
CBEL en la planta no-huésped también induce reaccion de defensa. La expresion en plantas de
quitinasas con CBDs, tales como las Chit42CBD, puede resultar en el aumento de resistencia
contra fitopatdgenos. Se han descrito que cuando tales plantas tienden a estar en la presencia
de Trichoderma, la resistencia persiste por largos periodos y después de varios meses (Benitez
et al. 2004).

Biocontrol por competencia en la rizosfera: la competencia en la rizosfera es
importante ya que un agente de biocontrol no puede competir por espacio ni nutrientes si este
no es capaz de crecer en la rizosfera (Howell 2003). Aunque la competencia en la rizosfera no
puede ser el principal mecanismo que conduce al control biologico, este es ciertamente un
componente importante del proceso (Benitez et al. 2004; Benitez et al. 1998).

Especies de Trichoderma son a menudo capaces de suprimir el crecimiento de hongos
enddgenos mediante la produccion de altas cantidades de sider6foros que capturan el hierro
deteniendo el crecimiento de otros hongos (Chet and Invar 1994). Para T. harzianum se ha
observado control contra Fusarium oxysporum patogénico al capturar mas rapidamente
nutrientes y colonizar la rizosfera (competencia por espacio), siendo mas efectivo el biocontrol
cuando la concentracion de nutrientes disminuye (Tjamos et al. 1992).

Modificacion de la rizosfera: el ambiente del suelo influye en la germinacién de
esporas, formacion de clamidiosporas y en la produccion de metabolitos secundarios, tales
como sideroforos, antibioticos y enzimas, que impiden la colonizacion por patogenos
(Eisendle et al. 2004). Las condiciones de pH es uno de los factores mas importantes
afectando la actividad de diferentes microorganismos en el suelo. Algunos antibidticos son
degradados por pH altos, aire seco, y pH bajo induciendo degradacion de enzimas por acidos
proteicos inhibiendo el crecimiento de hongos patégenos por la accidon de acidos débiles, como
el acido salicilico (Delgado et al. 2002). Uno de los mecanismos de Trichoderma para
alcanzar la colonizacién y control de patégenos en una dindmica de ambiente de pH es
responder adecuadamente para cada condicion de pH. Las cepas de Trichoderma son capaces

de modificar el pH externo y adaptar su metabolismo a las condiciones de crecimientos
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circundantes reduciendo consecuentemente la virulencia del fitopatégeno (Benitez et al.
2004).

Antibiosis: muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos toxicos volatiles y no
volatiles que impiden la colonizacion por microorganismos antagonistas; entre estos
metabolitos, la produccion de acido arcianico, alamethicina, tricholin, peptaibols, antibioticos,
6-penthyl-a-pyrone, massailactone, viridina, gliovirin, entre otros, son los mas conocidos (Vey
et al. 2001). En algunos casos, la produccion de antibidticos estd correlacionada con la
habilidad de biocontrol. En ese sentido, la combinacion de enzimas hidroliticas y antibioticos
resulta en un alto nivel de antagonismo comparado con esos obtenidos por cada mecanismo
por separado (Howell 1998). En los ultimos afios, se ha documentado efectos sinérgicos entre
una endoquitinasa de 7. harzianum y gliotoxin, y entre enzimas hodroliticas y peptaibols en
germinacion de conidias de Botrytis cinerea (Harman et al. 2004; Howell 2003). En plantas de
tabaco, aplicaciones exogenas de peptaibols inducen una respuesta de defensa y reducen la
susceptibilidad del tabaco ante el virus del mosaico (Wiest et al. 2002).

Micoparasitismo: el ataque directo de un hongo sobre otro, es un proceso que
involucra eventos secuenciales, incluyendo el reconocimiento, ataque y la subsecuente
penetracion y muerte del huésped (Benitez et al. 2004). En el caso de Trichoderma, el primer
paso consiste en detectar al hongo y colonizarlo rapidamente (Harman et al. 2004).
Posteriormente, une al patégeno con las paredes de células carbohidratadas y forma la
estructura apresoria con bajos niveles de una endoquitinasa extracelular que provee liberacion
de oligomerasas del hongo, lo que induce la expresion de endoquitinasas fungitoxicas que se

difunden antes de que el contacto sea realmente logrado (Viterbo et al. 2002).

2.3 Induccidn de resistencia

La induccién de resistencia consiste en la estimulacién, por parte de moléculas
activadoras, de los mecanismos de defensa en el hospedante (Riveros 2001). En ciertos casos,
la induccidn de resistencia inicia con una respuesta local por parte de la planta alrededor del
punto de necrosis y es asociada con un incremento rapido de la sintesis de acido salicilico
(AS) y la posterior activacion de un gran numero de genes que codifica para la produccion de

proteinas (PR) relacionadas con la patogenicidad. Subsecuentemente, la resistencia se expresa
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sistemicamente y se desarrolla en todas las partes de la planta, fendmeno conocido como:
Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) (Durrant and Dong 2004).

En la actualidad, se han sugerido una serie de inductores sintéticos de resistencia que
involucran el 4cido salicilico (AS) como sefial intermediaria que conduce a SAR inhibiendo la
accion de la catalasa; conviertiendo el H,O, en H,O y O,. La inhibicion resulta en una
acumulacion de especies reactivas de oxigeno que puede actuar como mensajeros secundarios
para inducir la expresion de los genes responsables de SAR (Chen ef al. 1993). No obstante,
algunos autores consideran que la inhibicion de la catalasa no solo se logra por accion del AS.
La induccion de ciertas proteinas no es producto de la acumulacion del H,O, sino del AS
directamente, ademas, la actividad de la enzima no decrece con el tratamiento de AS. Asi
mismo, los niveles de AS dentro del tejido son muy bajos como para inhibir la catalasa, y el
H,0, en altos niveles también puede inducir la produccion de AS (Hammerschmidt and Smith
2000).

Diferentes inductores bioticos como proteinas, glicopreteinas, péptidos, quitina,
glucano, polisacaridos y lipidos, han sido encontrados en fluidos de esporas en germinacion,
filtrados de cultivos de hongos y bacterias, paredes celulares o membranas de hongos
fitipatdégenos, al igual que en el espacio apoplastico de las plantas donde se encontraba el
hongo en proceso de colonizacidn intercelular (Riveros 2002; Darvill and Albersheim 1984).
Dentro del género Mycosphaerella se ha reportado que la especie M. pinodes, la cual secreta
un elicitor en su fluido de picnosporas en germinacion, induce mecanismo de defensa en
plantas mediante la produccion de fitoalexinas, ademas de un incremento en la actividad de
proteinas PR como B-1,3-glucanasa y endoquitinasa. Este elicitor, ademas, de inducir las
respuestas de defensa, responde a un supresor que bloquea esta misma, condicionando los
tejidos de la planta a ser susceptibles. La accion de este supresor parece estar relacionada con
base en el tipo de interaccion que puede ser especifica a una especie o en forma similar a la
especificidad entre el cultivar y una raza del patogeno (Kiic 2002b).

De otro lado, se ha desarrollo resistencia sistémica inducida a partir de la colonizacion
de las raices de la planta por microorganismos de la rizosfera, particularmente rizobacterias.
Esta resistencia se caracteriza por estar mediada de vias metabolicas sensibles al acido
jasmonico y etileno, ademés de ser independiente de la expresion de los genes PR y del acido

salicilico (Madriz 2002; Tuzun and Bent 2000).
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3 ARTICULO 1. Colonizacién diferencial de hongos endofiticos
mutualistas en tejidos de vitroplantas de platano y su efecto
sobre la promocidn de crecimiento

3.1 Introduccion

Las plantas son naturalmente asociadas con microorganismos (hongos y bacterias) en
una interaccion frecuentemente mutualista, esencial para el crecimiento, dada su importancia
en la toma de nutrientes, absorcion de agua y fijacion de nitrégeno, lo cual proporciona vigor y
en alguna medida resistencia natural a las plantas (Dubois et al. 2006; Soto et al. 2006; Diouf
et al. 2003).

Los hongos endofiticos forman parte de la microflora del suelo que interactia con la
planta y se definen como organismos no patogénicos, que durante algin momento de su ciclo
de vida, colonizan o no, los tejidos internos de la planta sin causar ningun tipo de sintoma.
Estos hongos promueven el crecimiento, brindan tolerancia al estrés (biotico y abiotico) e
incrementan la resistencia a enfermedades y plagas (Pocasangre et al. 2006; Sikora y
Pocasangre 2006; Pocasangre 2002; Petrini 1991).

La promocion de crecimiento, se atribuye a ciertos grupos de microorganismos,
capaces de producir compuestos quimicos (antibioticos y/o metabolitos secundarios), grupos
ciano (HCN supresor de bacterias patogenas), sideroforos quelatantes de hierro y hormonas
reguladoras de crecimiento, tales como: auxinas, citoquininas, acido giberelico, acido absicico
y etileno, entre otros (Raupach ef al. 1996; Liu et al. 1995a,b). En algunos casos esta
promocién de crecimiento, resulta como consecuencia de la reduccion de microorganismos
patogenos mediante un modo de accion antagénico contra el agente causal, dando como
resultado un efecto positivo en el crecimiento de la planta (Harman 2006; Kloepper and
Schroth 1981).

En la ultima década, los estudios se han centrado en forma extensiva, en el
antagonismo de endofiticos esencialmente contra patdégenos del suelo (Ramamoorthy et al.
2001; Narisawa et al. 2002). Algunos aislados endofiticos actuan antagonicamente contra
multiples plagas y/o patdogenos simultaneamente. En los cultivos de platano y banano, la taxa
de hongos endofiticos mas predominante, sin duda es el género Fusarium spp. (Ali et al. 2002;
Hallman and Sikora 1996). No obstante, trabajos realizados con cepas de Trichoderma

atroviride inoculadas en vitroplantas de banano, en etapa de vivero, mostraron un efecto en la
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promocion de crecimiento para altura de la planta, didmetro del pseudotallo y emision foliar
(Menjivar 2005). Para este mismo cultivo, Meneses (2003), encontrd valores en peso del
sistema radical (39%) y sistema foliar (19%) mayores que el testigo absoluto, asi como, un
incremento en altura y diametro del pseudotallo. En términos de produccién de biomasa,
plantas de banano de los cultivares Nakyetengu y Nfuuka (AAA-EA), inoculadas con aislados
endofiticos de Fusarium concentricum mostraron incrementos significativos para esta variable
(Griesbach 2000).

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de la inoculacion de cuatro
aislamientos de hongos endofiticos en la colonizacién y promocion de crecimiento en

vitroplantas de platano, bajo condiciones de invernadero.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Localizacion del estudio

El estudio se llevd a cabo en los laboratorios de Diagnostico, Fitopatologia y el
invernadero de Musaceas del Centro Agrondémico Tropical de Investigacion y Ensefanza
“CATIE”, ubicado en el Cantén de Turrialba, provincia de Cartago, Costa Rica, localizado a
09°55°21” de latitud Norte y 83°39°40” de latitud Oeste, altura de 602 msnm, temperatura

promedio de 21°C y precipitacion media anual de 2600 mm.

3.2.2 Material vegetal y hongos endofiticos

Se utilizaron 400 vitroplantas de platano (cv. Dominico-Hartén AAB) en fase IV de
endurecimiento. Tres poblaciones de hongos endofiticos de Costa Rica y una proveniente de
suelos supresivos de Guatemala. Estos aislamientos fueron suministrados por el laboratorio de
Nematologia del CATIE (Dr. Luis E. Pocasangre) y seleccionados por su capacidad de

biocontrol contra nematodos.

3.2.3 Descripcion de los tratamientos

Cuatro aislamientos de hongos endofiticos no patogénicos: dos cepas de Trichoderma

atroviride (T1 y T2) y dos cepas de Fusarium oxysporum (T3 y T4), con sus respectivas
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combinaciones (T1+T2, T3+T4 y T1+T2+T3+T4) mas un testigo absoluto (T8) fueron

evaluados (Cuadro 1).

Cuadro 1: Descripcion y origen de los tratamientos utilizados en la investigacion.

Tratamiento Origen Hongos endofiticos
Tl Guatemala Trichoderma atroviride (Tal)
T2 Sixaola, Costa Rica Trichoderma atroviride (Ta2)
T3 Sixaola, Costa Rica Fusarium oxysporum (Fol)
T4 Talamanca, Costa Rica Fusarium oxysporum (Fo2)
T5 Guatemala y Sixaola, Costa Rica Tal + Ta2
T6 Sixaola, Costa Rica Fol +Fo2
T7 Guatemala, Sixaola y Talamanca Tal + Ta2 + Fol + Fo2
T8 -—-- Plantas no inoculadas

3.2.4 Preparacion de la suspension de esporas e inoculacion de vitroplantas

Cultivos de hongos endofiticos con una semana de crecimiento (medio PDA + 4cido

lactico) fueron utilizados para la preparacion de esporas, la cual fue ajustada a una

concentracién de 1.0x10° esporas/ml con ayuda de un hematocimetro de Neubauer.

La inoculacion se realizé sumergiendo el sistema radical de las vitroplantas en la

suspension de esporas durante 5 minutos. Posteriormente, fueron sembradas en bolsas negras

de polietileno con sustrato a base de suelo, arena y granza (2:1:1) previamente autoclavado

(Figura 1). Las plantas fueron mantenidas durante 8 semanas bajo condiciones de invernadero,

a una temperatura de 25 + 2°C, con frecuencia de riego, segin capacidad de campo.

Ta1 Ta2
Fo1 Fo2

Cultivos hongos endofiticos

ki
T

Siembra vitroplantas
inoculadas

Tal Ta2

58

Fo1 Fo2

Suspensiones
[ 11.0x108 esporas/ml

Inoculacion vitroplantas
inmersion raiz

Figura 1: Protocolo de inoculacion de hongos endofiticos en vitroplantas de platano (cv. Dominico-
Harton). Tal=Trichoderma atroviride; Ta2=Trichoderma atroviride; Fol=Fusarium oxysporum;
Fo2=Fusarium oxysporum, mas informacion Cuadro 1, este articulo.
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3.2.5 Variables a evaluar

Para determinar el efecto de los hongos endofiticos sobre la colonizaciéon y promocion
de crecimiento en las vitroplantas, se realizaron mediciones los dias 15, 30, 45 y 60 después de
la inoculacidon, donde se evaluaron los porcentajes de colonizacion y las variables de
crecimiento. Para colonizacion, se realiz6 cortes transversales y longitudinales de una muestra
compuesta de 5 vitroplantas por tratamiento. 25 segmentos de 1.0 cm de longitud de cada
organo evaluado (raiz, cormo, pseudotallo y hoja) fueron desinfectados al 2.5% en NaClO
durante 3 minutos, seguidos de 2 enjuagues con agua destilada estéril. Posteriormente, 5
segmentos de cada d6rgano fueron cultivados en platos Petri (PDA al 10% + 4cido lactico) e
incubados a 19°C durante una semana (Figura 2). Los porcentajes de colonizacion se
cuantificaron 10 dias después de la siembra en los platos Petri mediante observacion directa

del micelio.
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9 ¢ Desarfecsion
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Figura 2: Protocolo de desinfeccion para el reaislamiento de hongos endofiticos en fragmentos de
raiz, cormo, pseudotallo y hoja, en vitroplantas de platano.

Las variables de crecimiento evaluadas fueron: 4rea foliar (obtenida mediante el
producto del Largo de la hoja por el Ancho —L*A— multiplicado por 0.8), diametro del

pseudotallo, altura de la planta y peso de la planta (parte aérea + sistema radical).
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60 Dias Después de la Inoculacién (DDI), se realizé un andlisis foliar para determinar
los micro y macronutrientes, a partir de una muestra compuesta de hojas No. 2 de cinco

vitroplantas por tratamiento. Los analisis fueron realizados en el laboratorio de suelos del

CATIE.

3.3 Analisis de datos

Las variables respuesta porcentaje de colonizacién y promocion de crecimiento fueron
sometidas a un analisis de varianza, ANAVA, para un disefio completamente al azar (Anexos
1-10). Los datos de porcentaje de colonizacion al no tener distribucion normal, fueron

transformados a raiz cuadrada para su analisis respectivo.

3.4 Resultados y Discusion

3.4.1 Determinacion del porcentaje de colonizacion

De acuerdo con el analisis de varianza, se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos para raiz (p=0.0059), cormo (p=0.0217) y hoja (p=0.0049). A nivel del
pseudotallo no se presentaron diferencias significativas (p=0.5799). Los resultados obtenidos
en esta investigacion, muestran que el porcentaje de colonizacion mas alto a nivel de todos los

organos evaluados fue encontrado en la raiz, seguido por el cormo, pseudotallo y hoja

(Cuadro 2).

Cuadro 2: Porcentaje general de colonizacion de hongos endofiticos en tejidos de raiz, cormo,
pseudotallo y hoja, en vitroplantas de platano ( cv. Dominico-Harton).

%0 Colonizacién

Tratamiento Raiz Cormo Pseudotallo Hoja
T1 53.50 ab 45.88 a 11.50 n.s 8.50a
T2 65.75 a 4525 a 9.50 n.s 0.50b
T3 47.00 ab 34.38 abc 6.00 n.s 0.00 b
T4 23.50c 17.50 ¢ 3.50 n.s 0.00b
TS5 51.70 ab 40.50 ab 11.25n.s 2.50 ab
T6 29.70 bc 24.25 bc 7.50 n.s 0.56b
T7 31.50 be 22.81 be 13.38 n.s 4.00 a

Nota: medias seguidas de la misma letra no tienen diferencias significativas (p<0.05)
de acuerdo con el test (LSD).
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Similares resultados fueron reportados por Pocasangre et al. (2000), quienes
encontraron la mayor frecuencia de ocurrencia de hongos endofiticos en las raices comparado
con cortes de la corteza y cilindro central del cormo en diferentes cultivares de banano. No
obstante, Paparu et al. (2004; 2006), mostraron que el porcentaje de colonizacion fue mayor
en los tejidos del cormo respecto a la raiz en plantas de banano de los cultivares Kibuzi y
Nabusa (AAA-EA) inoculadas con dos cepas diferentes de Fusarium oxysporum, concordando
con resultados previamente obtenidos por Griesbach (2000).

Asi mismo, se observa que independientemente del 6rgano evaluado, los valores mas
altos de colonizacion fueron encontrados en los tratamientos con Trichoderma (T1, T2 y T5).
Ademas, es muy probable, que el porcentaje obtenido en el tratamiento de interaccion
multiple, donde participan simultdneamente cepas de Trichoderma y Fusarium (T7), su
resultado este altamente influenciado por las cepas Trichoderma. En el caso de los Fusarium
(T3, T4 y T6), se observaron porcentajes de colonizacidén bajos en raiz, cormo y pseudotallo.
No obstante, es importante mencionar que el Fusarium T3, no presenta diferencias
significativas respecto los tratamientos T1, T2 y TS5 correspondiente a aislamientos de
Trichoderma.

Aunque los T3 y T4 a nivel de hoja, no colonizan, el esfuerzo combinado de ambas
cepas (T6), arrojan un valor minimo de colonizacion. En este 6rgano se destaca los altos
valores de colonizacion alcanzados por el T1 y el T7, comparado con el resto de tratamientos.
Los anteriores resultados priorizan el trabajo colonizador realizado por cepas de Trichoderma,
probablemente debido a la alta caracteristica oportunista de invadir rapidamente diferentes
tejidos u o6rganos de la planta y esto, cada vez se hace mas evidente en las investigaciones
donde se emplea este endofitico, independientemente del cultivo (Harman et al. 2004). Este
éxito en la colonizacion de Trichoderma, se atribuye a la alta capacidad reproductiva,
habilidad para sobrevivir bajo condiciones desfavorables, eficiencia en la utilizaciéon de
nutrientes y capacidad para modificar la rizosfera generando promocion de crecimiento y
activando mecanismos de defensa en las plantas (Howell 2003; Chet ef al. 1997). En el caso
de Benitez et al. (2004), se discute la eficiencia de colonizar de Trichoderma a la facilidad de
estos para adherirse a la raiz, resistir los metabolitos secundarios producidos por la planta en
respuesta a la invasion de un organismo extrafio y, la capacidad de escapar a sefiales

bioquimicas, logrando penetrar y colonizar ampliamente los tejidos de las plantas.
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En la Figura 3, se ilustran los porcentajes de colonizacion evaluados el 15, 30, 45 y 60
Dias Después de la Inoculacion (=DDI) a nivel de raiz, donde cepas de Trichoderma (T1, T2 y
T5) muestran un desempefio progresivo en el tiempo durante los primeros 45DDI. A partir de
esta fecha, la ventaja es superada por una de las cepas Fusarium (T3), la cual 60DDI registrd

el valor maximo (66%) de colonizacion.
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Figura 3: Porcentaje de tejido colonizado por los hongos endofiticos a través del tiempo en
fragmentos de raiz, en vitroplantas de platano. Tal=Trichoderma atroviride; Ta2=Trichoderma
atroviride; Fol=Fusarium oxysporum, Fo2=Fusarium oxysporum

A nivel del cormo (Figura 4), el comportamiento inicial es diferente, donde cepas de
Trichoderma por separado o combinadas, a los 15DDI obtuvieron los valores mas altos de
colonizacién. Este mismo endofitico, a lo largo del tiempo, disminuye paulatinamente el
porcentaje de colonizacion. Es interesante resaltar que a los 45DDI, una de las cepas de
Fusarium (T3), incrementa el poder de colonizacion alcanzando y superando a los otros
tratamientos. Estos resultados, coinciden con los reportados por Paparu ef al. (2004), quienes
encontraron que la colonizacion en los tejidos del cormo de banano decrece dramaticamente
semanas después de la inoculacion, comportamiento que lo atribuye, al hecho de que las cepas
empleadas fueron previamente aisladas de la raiz, y no del cormo de plantas adultas,

considerando que las propiedades fisiologicas son diferentes para cada 6rgano de la planta.
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Figura 4: Porcentaje de tejido colonizado por los hongos endofiticos a través del tiempo en
fragmentos de cormo, en vitroplantas de platano. Tal=Trichoderma atroviride;, Ta2=Trichoderma
atroviride; Fol=Fusarium oxysporum, Fo2=Fusarium oxysporum

En pseudotallo, los porcentajes de colonizacion (2.0-28.0) son bajos. Sin embargo, se
observa que el T6, presenta un aumento progresivo, alcanzando un valor maximo (13.0) a los
60DDI. A nivel de hoja, los porcentajes de colonizacidon fueron minimos respecto a los demas
tejidos evaluados. El comportamiento constante mostrado por el T7, probablemente este

relacionado con un efecto sinérgico de cepas de Trichoderma (Figura 5).
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Figura 5: Porcentaje de tejido colonizado por los hongos endofiticos a través del tiempo en
fragmentos de pseudotallo y hoja, en vitroplantas de platano. Tal=Trichoderma atroviride;
Ta2=Trichoderma atroviride; Fol=Fusarium oxysporum, Fo2=Fusarium oxysporum
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La disminucion en los porcentajes de colonizacidn en estos tejidos puede ser explicada
debido a las caracteristicas de las cepas, las cuales podrian estar adaptadas a condiciones
fisiologicas particulares presentes en la raiz y cormo. Todos los aislamientos de hongos
endofiticos evaluados en la presente investigacion, fueron originalmente aislados de raiz y
cormo de diferentes cultivares de plantas de banano establecidas en plantaciones comerciales

de Costa Rica.

3.4.2 Efecto de hongos endofiticos sobre promocion de crecimiento en

vitroplantas de platano

De acuerdo con el analisis de varianza, se encontraron diferencias significativas 60DDI
para las variables de promocion de crecimiento area foliar (p<0.0001) y didmetro del
pseudotallo (p<0.0093) (Cuadro 3). El T7 registré el mayor valor para area foliar respecto al
testigo (T8) y los otros tratamientos evaluados, mientras que el T6 presentd el valor més alto
para la variable didmetro del pseudotallo. Las variables de crecimiento: altura (p=0.0223),
peso total planta (p=0.0001), peso aéreo (p=0.0003) y peso radical (p=0.0013); aunque,
presentan diferencias significativas entre algunos grupos de tratamientos, no son significativas

frente al testigo.

Cuadro 3: Efecto de hongos endofiticos en la promocion de crecimiento en vitroplantas de platano
(cv. Dominico-Harton) a los 60DDI.

Tratamiento Area Fg)liar Diametro Altura Peso (g)
(cm”) pseudotallo (cm) (cm) Planta Parte aérea Raiz
Tl 186.88 ¢ 1.37 ¢ 18.69 be 31.70 ¢ 21.79 ¢ 991b
T2 208.31 ¢ 1.38 be 20.38 abc 37.14 be 26.13 be 11.01b
T3 196.78 ¢ 1.37 ¢ 17.63 ¢ 3423 ¢ 2340 ¢ 10.83 b
T4 210.34 ¢ 1.50 abc 20.56 ab 46.14 ab 31.00 ab 15.14a
T5 21221 ¢ 1.51 abc 21.63a 50.34a 3490 a 1544 a
T6 237.43 ¢ 1.64 a 22.87a 52.14a 35.67a 1647 a
T7 538.07 a 1.52 ab 21.69 a 50.55a 3417 a 16.38 a
T8 436.35b 1.48 bc 20.03 abc 46.10 a 31.23 ab 1538 a

Nota: medias seguidas de la misma letra no tienen diferencias significativas (p<0.05 ) de acuerdo con el
test (LSD).

Los resultados encontrados en esta investigacion para las variables de altura y pesos de
la planta (aéreo y radical) concuerdan con los encontrados por Vu (2005), quién reportd que
después de dos inoculaciones en plantas de banano con Fusarium oxysporum bajo condiciones

de invernadero, no hubo diferencias significativas para peso aéreo y radicular con relacion al
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testigo. Sin embargo, difieren con los reportados por Menjivar (2005), quien encontré que
plantas de banano protegidas con Trichoderma y Fusarium mostraron una mayor promocion
de crecimiento en lo que respecta a altura y emision foliar comparado con el testigo.
Asimismo, Meneses (2003), obtuvo un efecto en la promocion de crecimiento en plantas de
banano inoculadas con hongos endofiticos, reflejado en un incremento (39 y 19%,
respectivamente) en el peso foliar y radical superiores al testigo. Resultados similares fueron
encontrados por Cafiizares (2003) en plantas de banano y platano protegidas con hongos
endofiticos, donde muestra incrementos en peso foliar y radical (24 y 38%, respectivamente)
por encima del control. Otros estudios, también, indican que plantas de banano del cv. Gran
Enano (AAA) protegidas con aislamientos de hongos endofiticos presentaron pesos superiores
del sistema radical y foliar que plantas no protegidas (Pocasangre 2002; zum Felde 2002).
Niere et al. (1999), encontraron que la inoculacion de plantas de banano del cv. Gros Michel,
con cepas de Fusarium oxysporum, resultd en un aumento promedio del 18% en la planta
comparado con el testigo.

El andlisis entre tratamientos, muestra tendencia a favor de combinaciones por
separado y en asocio de aislamientos de Trichoderma y Fusarium (TS5, T6 y T7). Ademas,
comparando el efecto independiente de ambos géneros, se observa que las cepas Fusarium
(T6) presentan consistentemente los valores mas altos de crecimiento respecto a las cepas de
Trichoderma trabajando en conjunto, aunque estadisticamente no es diferente del TS en las
variables area foliar, altura y didmetro del pseudotallo.

Lo anterior sugiere un efecto positivo en el crecimiento de las plantas por parte de la
accion sinérgica de estos hongos en asocio. Ramamoorthy ef al. (2001), afirman que mezclas
de antagonistas microbiales, pueden tener un comportamiento similar al logrado por elevadas
poblaciones de un tinico antagonista. De acuerdo con Ali ef al. (2002), una mezcla de varios
agentes de control bioldgico introducidas en el suelo, puede imitar la situacion natural y, por
lo tanto, podria ampliar el espectro de actividad de estos organismos. Fisher and Petrini
(1992), consideran que muchas combinaciones de microorganismos pueden ser usadas, aunque

no exista un efecto sinérgico directo.
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3.4.3 Determinacion de los niveles de Ca, Mg, K y P a nivel foliar en las

vitroplantas de platano

Los andlisis foliares, se realizaron 60 DDI, donde fueron considerados los datos para
Ca, Mg, K, P, Cu, Zn, Mn y Fe (Anexo 11). En esta investigacion se hace referencia a los
primeros cuatro elementos, dada la importancia de estos, en el equilibrio nutricional del
cultivo en estudio. Los porcentajes mas bajos de Ca (0.34) fueron encontrados para los
tratamientos T2, T3 y T4, mientras, que los tratamientos T1 y T3 tuvieron los menores valores
de Mg (0.29) y P (0.07), en tanto que, para K el tratamiento T8 presentd el valor mas bajo
(2.15) (Figura 6).
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Figura 6: Porcentajes foliares de Ca, Mg, P y K en vitroplantas de pldatano (cv. Dominico-Harton)
inoculadas con hongos endofiticos. Tal=Trichoderma atroviride; Ta2=Trichoderma atroviride,
Fol=Fusarium oxysporum,; Fo2=Fusarium oxysporum.

Dada la importancia de monitorear la relacion de equilibrio Ca-Mg-K en este cultivo,
Lopez y Espinoza (1995), establecieron que los porcentajes relativos para Ca deberian estar en
un rango de 20-27%, Mg entre 18-20% y K, entre 55-61%, como indicadores de una relacion

optima entre los elementos.
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De los tres elementos evaluados, el K es sin duda el que presenta el porcentaje mas
cercano entre los rangos establecidos para este elemento. Para el caso del Mg, los niveles se
encuentran superiores al rango Optimo, y el Ca presenta valores por debajo del nivel
establecido (Cuadro 4). Camacho (1997), encontrd en plantas de banano inoculadas con
Trichoderma, bajo condiciones de invernadero, niveles altos de Ca (36.40%) y Mg (27.92%)),
mientras que, el K se encontraba muy debajo del rango normal (35.68%), hecho que atribuye
al fendmeno antagonico de la relacion Ca-Mg-K, puesto que un alto contenido de un elemento

puede influir en los contenidos de los otros.

Cuadro 4: Relacion de equilibrio Ca-Mg-K foliar en vitroplantas de platano (cv. Dominico-Harton)
60 DDI con hongos endofiticos.

. % miliequivalentes % relativo
Tratamientos
Ca Mg K Ca Mg K Ca Mg K
T1 037 0.29 2.72 18.50 24.16 69.74 112.40 16.45 21.49 62.04
T2 0.34 0.31 2.80 17.00 25.83 71.79 114.62 14.83 22.53 62.63
T3 0.34 0.29 2.75 17.00 24.16 70.51 111.67 15.22 21.63 63.14
T4 0.34 0.34 2.40 17.00 28.33 61.53 106.86 15.90 26.51 57.58
T5 0.35 0.37 2.46 17.50 30.83 63.07 111.40 15.70 27.67 56.61
T6 0.37 0.33 2.61 18.50 27.50 66.92 112.92 16.38 24.35 59.26
T7 0.35 034 235 17.50 28.33 60.25 106.08 16.49 26.70 56.41
T8 045 036 2.15 22.50 30.00 55.12 95.62 23.53 31.37 57.64

Nota: meqCa=%Ca/0.020; meqMg=2%Mg/0.012; meqgK=%K/0.039

En el Cuadro 4, los valores elevados del Mg, pueden ser explicados posiblemente como
un detrimento del Ca, obteniendo valores inferiores a los normales. Sin embargo, es muy
posible que el desequilibrio observado en los tratamientos T1 al T7 obedezca a la actividad de
los hongos endofiticos en la toma de nutrientes del suelo o de la planta para sobrevivir.

Por otra parte, es conocido que cepas de Trichoderma tienen la habilidad para modificar
su ambiente circundante, pudiendo acidificar el suelo mediante la secrecion de &cidos
organicos, lo que resulta en el metabolismo de otras fuentes de carbono (glucosa), capaces de
solubilizar fosfatos, e intervenir en el equilibrio de micronutrientes y minerales. Por tanto, la
adicion de Trichoderma al suelo, resulta en la biofertilizacion por la solubilizacién del metal

incrementando la riqueza del mismo (Harman et al. 2004; Gémez y de la Torre 1994).
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3.5 Conclusiones

Trichoderma atroviride y Fusarium oxysporum revelan mayor €xito en la colonizacion
en tejidos de raiz y cormo, respecto al pseudotallo y hoja. Trichoderma presenta mayor
habilidad para colonizar comparado con los aislamientos de Fusarium, hecho que se atribuye a
la rapida capacidad reproductiva y adaptacion de este endofitico a las diferentes condiciones

fisiologicas, en los drganos evaluados.

Aislamientos de hongos mutualistas de 7richoderma atroviride inoculados en las raices
de las plantas, disminuyen su poder de colonizacion a través del tiempo, en tanto que cepas de

Fusarium oxysporum mostraron un aumento paulatino en la colonizacion de tejido.

Vitroplantas inoculadas con las combinaciones de hongos endofiticos (T6 y T7),
mostraron un efecto en promocién de crecimiento en las variables didmetro del pseudotallo y

area foliar respecto al testigo.

El fendémeno de promociéon de crecimiento donde se utiliza microorganismos
benéficos, parece estar relacionado con las interacciones y asociaciones que se suceden a nivel
de rizosfera y microflora presente en el suelo. Combinaciones de cepas de un mismo hongo
(T5 o T6), como combinaciones multiples (T7), funcionan mejor trabajando en conjunto que

cepas independientes.

El desbalance foliar registrado en los valores para el Ca y Mg, podria obedecer a la
actividad de los hongos endofiticos en la toma de nutrientes del suelo o de la planta para

sobrevivir.

Esta investigacion, es el primer reporte que evidencia la colonizacion de hongos
endofiticos a nivel de raiz, cormo, pseudotallo y hoja en vitroplantas de platano inoculadas
artificialmente. Los resultados aqui presentados, son base para estudios enfocados a
determinar y establecer tipos de cepas de hongos endofiticos con mayor persistencia y
duracién en los tejidos de la planta, permitiendo generar promocion de crecimiento e

induccion de resistencia local o sistémica contra patogenos foliares.
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4 ARTICULDO 2. Efecto de hongos endofiticos mutualistas para el
control de Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) en
vitroplantas de platano, bajo condiciones controladas de
invernadero.

4.1 Introduccion

El cultivo del platano tiene una especial importancia a nivel de pequefios productores,
al constituirse alimento esencial en la dieta basica y generar ingresos al grupo familiar. A nivel
mundial, se cultiva en un area de 5 290 107 hectareas, con una produccion aproximada de 34
millones de TM/afio, siendo el Africa y la América Latina y el Caribe las regiones mas
productoras del mundo (FAO 2006; Belalcazar 1998).

La Sigatoka negra, enfermedad foliar causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, es
considerada uno de los factores mas limitantes en la produccion mundial de banano y platano.
Esta enfermedad, reduce significativamente el area funcional de la hoja, disminuyendo el
proceso fotosintético de la planta, haciendo que la misma llegue a la floraciéon con pocas hojas,
afectando la calidad del racimo, lo que resulta en pérdidas de rendimiento y productividad del
cultivo. Los programas de control, dependen principalmente de las practicas culturales y de la
aplicacion rutinaria de fungicidas quimicos, provocando un alto impacto ambiental,
representado en dafios a la salud humana y animal, sumado a costos elevados de produccion
(Romero 2006; Marin ef al. 2003).

Estrategias alternativas para el manejo de la Sigatoka negra, basadas en el uso de
microorganismos (glucano y quitinoliticos), inductores endogénos y exdgenos de origen
bidtico o abiodtico, empleo de extractos vegetales y lixiviados de compost y vermicompost,
estan siendo investigadas (Patifio et al. 2006; Orozco-Santos y Orozco-Romero 2006; Guzman
2006; Larco 2004; Riveros ef al. 2002). En otros patosistemas, igualmente, actuando a nivel
foliar, se ha sugerido el aprovechamiento del potencial que ofrece la inoculacién a nivel
radical de hongos endofiticos mutualistas, con capacidad de producir antibidticos para defensa
local y liberar iones o moléculas activadoras “elicitores” de la defensa sistémica que asegura
un modo de accion mediando resistencia sistémica adquirida y activando enzimas relacionadas
con la defensa en la planta huesped (Harman ef al. 2004; Benitez et al. 2004).

El objetivo de este estudio, fue el de evaluar bajo condiciones controladas de
invernadero, el efecto de la inoculacion de cuatro cepas de hongos endofiticos y sus
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respectivas combinaciones, en la induccion de resistencia para el control de Sigatoka negra, en

vitroplantas de platano.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Localizacion del estudio

El estudio se llevd a cabo en los laboratorios de Diagnostico, Fitopatologia y el
invernadero de Musaceas del Centro Agrondémico Tropical de Investigacion y Ensefanza
“CATIE”, localizado en el canton de Turrialba, a una altura de 602 msnm, temperatura

promedio de 21°C y precipitacion media anual de 2600 mm.

4.2.2 Material vegetal y fungico

Se utilizaron 120 vitroplantas de platano del cv. Dominico-Harton (Musa AAB) en fase
IV de endurecimiento. Las plantas fueron inoculadas con cuatro aislamientos de hongos
endofiticos suministrados por el Laboratorio de Nematologia del CATIE (Dr. Luis E.
Pocasangre) y dispuestas en aclimatacion en el invernadero por tres meses. La cepa CRPEO1
de Mycosphaerella fijiensis, fue suministrada por el Laboratorio de Diagnostico del CATIE

(Dra. Alba Stella Riveros) y fue utilizada para la inoculacion, a nivel foliar, de las vitroplantas.

4.2.3 Descripcion de los tratamientos

Cuatro aislados de hongos endofiticos: Trichoderma atroviride (T1 'y T2) y Fusarium
oxysporum (T3 y T4), con sus respectivas combinaciones (T1+T2, T3+T4 y TI+T2+T3+T4) y
un testigo absoluto (T8), fueron evaluados para el control de Sigatoka negra (Cuadro 5). El
testigo (T8), consistido de plantas no inoculadas con las cepas de hongos endofiticos, pero si

con el inoculo de Mycosphaerella fijiensis.
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Cuadro 5: Descripcion y origen de los tratamientos utilizados en el estudio de hongos endofiticos
como inductores de resistencia para el control de Sigatoka negra en vitroplantas de platano.

Tratamiento Origen Hongos endofiticos
T1 Guatemala Trichoderma atroviride (Tal)
T2 Sixaola, Costa Rica Trichoderma atroviride (Ta2)
T3 Sixaola, Costa Rica Fusarium oxysporum (Fol)
T4 Talamanca, Costa Rica Fusarium oxysporum (Fo2)
TS5 Guatemala y Sixaola, Costa Rica Tal + Ta2
T6 Sixaola, Costa Rica Fol + Fo2
T7 Guatemala, Sixaola y Talamanca Tal + Ta2 + Fol + Fo2
T8 - Plantas no inoculadas

4.2.4 Inoculacion de vitroplantas con hongos endofiticos

Quince vitroplantas por tratamiento, a excepcion del testigo (T8), fueron inoculadas
con la suspension de esporas de hongos endofiticos ajustada a una concentracion de 1.0x10°
esporas/ml. La inoculacion consistidé en la inmersion del sistema radical de las vitroplantas
durante 5 minutos en las suspensiones del hongo endofitico o mezcla, segiin su tratamiento.
Posteriormente, las plantas fueron sembradas en bolsas de polietileno conteniendo un sustrato
previamente autoclavado, compuesto por suelo, arena y granza (2:1:1). Las plantas fueron
mantenidas en aclimatacion durante 3 meses en el invernadero a una temperatura de 25+2 °C,
con frecuencia de riego, segin capacidad de campo y recibiendo una fertilizacion (10:30:10)

edafica.

4.2.5 Evaluacion de resistencia a la Sigatoka negra

4.2.5.1 Inoculacion de vitroplantas con Mycosphaerella fijiensis

Después de los 3 meses de aclimatacion, se seleccionaron 8 vitroplantas por
tratamiento para la inoculacion con M. fijiensis. Una suspension conidial preparada a partir de
cultivos (V8: 100ml/L+CaCOj;: 2g/L+BactoAgar: 15g/L) de M. fijiensis con una semana de
crecimiento a una temperatura de 24+1 °C y con concentracién de 2x10° conidios/ml fue
utilizada para la inoculaciéon. La suspension conidial contenia como adherente gelatina al
0.5%, la cual fue asperjada sobre el envés de la hoja No.2 de cada planta con una doble

presion de inoculo aplicada con 15 minutos de intervalo utilizando un equipo de aspersion

36



(Aerdgrafo BADGET*-Figura 7). Posteriormente, las plantas se colocaron en una camara de
incubacidn, donde se mantiene, mediante nebulizacion programada a cada hora, una humedad
relativa del 95% durante las primeras 72 horas después de la inoculacidon, con el fin de
favorecer la germinacién de conidias y la penetracion de los tubos germinativos del patdgeno.
72 horas después de la inoculacion, las plantas se mantuvieron por 7 dias consecutivos con
nebulizaciones programadas, en otro ritmo, asegurando una humedad relativa del 75%, lo cual
permitio asegurar el progreso en la colonizacion intercelular del patégeno (Anexo 12).
Terminado este periodo, las plantas fueron dispuestas en los mesones del invernadero para la
evaluacion de resistencia a la enfermedad mediante las escalas de Fouré (1985) y Romero

(2005).

. . / Sohicidn conidial \ . h
[ ]2l coaidiasiml L3 iy
. . %

Cultivos de . fidensis Inomlarion de viboplatas
10 dias de edad HojaHo 2

Figura 7: Protocolo de inoculacion de Mycosphaerella fijiensis en la hoja No.2 en vitroplantas de
platano (cv. Dominico-Harton) bajo condiciones controladas de invernadero.

" Aerografo BADGET, sistema de pulverizacion de gota fina sobre una superficie.
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4.2.6 Metodologia de evaluacion

La evaluacion de resistencia a la Sigatoka negra en las vitroplantas inoculadas, se baso

en las escalas de Fouré (1985) y Romero (2005) (Cuadro 6 y Figura 8, respectivamente).
Cuadro 6: Escala de Fouré (1985) para la evaluacion de resistencia a la Sigatoka negra en

vitroplantas de platano (cv.Dominico-Harton), inoculadas con M. fijiensis bajo condiciones
controladas de invernadero.

EO = Sin sintomas.

E1 = Manchas de color blancuzco o amarillo con pequefios puntos negros en la
zona central.

E2 = Surge como una raya, de color caf¢ visible en el envés de la hoja que
cambia progresivamente de color café a negro.

E3 = Primeras estrias representadas en rayas que pueden alcanzar una longitud
de 2 a3 mm.

E4 = Visible por la haz de la hoja como una mancha negra, claramente
apreciada a simple vista.

E5 = Presencia de un halo amarillo que rodea la mancha negra extendida en la
haz de la hoja.

E6 = Ocurre cuando el centro de la mancha negra se seca y adquiere un color
gris claro rodeado por un halo de color amarillo brillante.

El desarrollo de sintomas de la enfermedad basados en la escala de Fouré (1985),
complement6 la evaluacion determinando el Periodo de Incubaciéon (PI): nimero de dias
desde el momento de la inoculacion hasta la aparicion del primer Estadio (E1-pizcas); Periodo
de Latencia (PL): tiempo transcurrido entre la aparicion de las estrias y las primeras manchas
en Estadio seis (E6); Tiempo de Evolucion de Sintomas (TES): niimero de dias desde la
aparicion del E1 hasta el E6 y el Tiempo de Desarrollo de la Enfermedad (TDE): niimero

de dias entre el momento de la inoculacion y la aparicion de las primeras manchas en E6.
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La escala de Romero (2005), trabaja con Grados de la enfermedad que muestran el
porcentaje de area afectada en la hoja (Figura 8). Esta escala fue el resultado de multiples
observaciones del desarrollo de sintomas con cepas costarricenses de M. fijiensis altamente
virulentas sobre diferentes cultivares, tanto de banano como de platano. Se considerd esta
escala construida como una herramienta metodologica estrictamente para medir los sintomas
bajo condiciones controladas de invernadero, donde se ajusta programas de humectacion-

nebulizacion en aras de lograr el 6ptimo desarrollo del patdogeno.

GO = Sin sintomas.

G1 (< 3%) Menor o igual al de un 3% de la
lamina foliar con sintomas.

G2 (£ 7%) Menor o igual al de un 7% de la
lamina foliar con sintomas.

G3 (= 15%) Menor o igual al de un 15% de la
lamina foliar con sintomas.

1 (= 3%) 2 (s 7%) 3 (= 15%) 4 (s 20%) C§4 .(S 20%) Meno’r o igual al de un 20% de la
lamina foliar con sintomas.

G5 (< 30%) Menor o igual al de un 30% de la
lamina foliar con sintomas.

G6 (= 40%) Menor o igual al de un 40% de la
lamina foliar con sintomas.

G7 (2 50%) Menor o igual al de un 7% de la
lamina foliar con sintomas.

G8 (> 50%) Mayor del 50% de la lamina foliar
con sintomas.

5 (< 30%) 6 (< 40%) 7 (= 50%) 8 (>50%)

Figura 8: Escala para la evaluacion de resistencia a la Sigatoka negra en vitroplantas de platano
(cv. Dominico-Harton), inoculadas artificialmente con M. fijiensis, bajo condiciones controladas de
invernadero.

4.2.7 Lecturas de unidades SPAD de clorofila

Los niveles de clorofila presentes en las vitroplantas, se realizaron mediante
estimaciones diarias sobre el area foliar de la hoja No. 2, a razén de 4 lecturas tomadas en
diferentes partes de la hoja con ayuda de un clorofilometro MINOLTA SPAD-502", el cual

cuantifica la cantidad de unidades de longitud de onda dentro del rango del espectro de

sk

Clorofilometro SPAD-502 (marca MINOLTA), mide la absorbancia de luz en la longitud de onda
correspondiente al rojo (600-700nm). Provee informacion instantdnea acerca de la clorofila presente en las hojas
de las plantas.
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clorofila, midiendo la luz que se trasmite a través de una hoja y estimando la cantidad de luz

de absorbancia capturada por los pigmentos verdes (Anexo 13).

4.2.8 Variables a evaluar

A partir del dia 10, y a intervalos de 5 dias después de la inoculacion con M. fijiensis,
se llevo a cabo la evaluacion de los sintomas, con el fin de determinar el efecto de los hongos
endofiticos en el control de la enfermedad. Se tomaron datos del Periodo de Incubacion (PI),
Periodo de Latencia (PL), Tiempo de Evolucion de Sintomas (TES) y Tiempo de Desarrollo
de la Enfermedad (TDE). También, se realizaron estimaciones diarias de los niveles de
clorofila.

Para el analisis de datos, las variables Periodo de Latencia (PL), Tiempo de Desarrollo
de la Enfermedad (TDE) y Tiempo de Evolucion de Sintomas (TES) fueron sometidas a un

analisis de varianza, ANAVA, para un disefio completamente al azar (Anexos 14-16).

4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Evaluacion de resistencia a la Sigatoka negra

La evaluacion de resistencia a la Sigatoka negra se baso en las escalas de Fouré (1985)
y Romero (2005). En la figura 9, se observa el avance de la enfermedad en el tiempo, segun
los estadios de Fouré¢ (1985). 10 dias después de la inoculacion de M. fijiensis, todos los
tratamientos mostraron en la totalidad de las hojas tratadas sintomas en estadio uno (E1)
manteniéndose este comportamiento hasta el dia 15 después de la inoculacion. Para el dia 20,
se observa un avance en el desarrollo de la enfermedad, donde los tratamientos T1, T3, T4, T6
y T7 alcanzan el estadio dos (E2), mientras que, los tratamientos T2, T5 y T8 alcanzan un
estadio tres (E3). En el dia 25, todos los tratamientos, a excepcion del T4 (F. oxysporum),
llegan al estadio cuatro (E4). Al dia 30, se observa el progreso de la enfermedad, evidenciando
un estadio cinco (E5) para el conjunto de tratamientos evaluados. Las primeras lesiones en
estadio seis (E6), se logra observar 35 dias después de la inoculacion en todos los
tratamientos, exceptuando el mismo T4, quien alcanza el E6 al dia 40 de evaluacion. En
términos generales, los resultados obtenidos, muestran un desarrollo paulatino de la

enfermedad en todas las plantas inoculadas con el patogeno, destacandose el comportamiento
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observado por el T4 (F. oxysporum) quien solo cinco dias mas tarde alcanzo el ultimo estadio

de desarrollo de la enfermedad (Anexo 17).

6 - -
5,
o 4 . - - !
o
® 3
17
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10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (dias)
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Figura 9: Desarrollo de sintomas de la enfermedad, Sigatoka negra, en la hoja No.2 de vitroplantas de
platano (cv. Dominico-Harton) inoculadas bajo condiciones controladas de invernadero. Escala de
Foure (1985).

Los resultados anteriormente presentados, son consistentes con los obtenidos mediante
la escala de grados propuesta por Romero (2005), quien reporta un desarrollo de sintomas y
avance de la enfermedad a lo largo de 70 dias de evaluaciéon en vitroplantas de platano
tolerantes y susceptibles a M. fijiensis, inoculadas artificialmente y evaluadas bajo condiciones
controladas de invernadero. El objetivo de dicho estudio, fue desarrollar y validar una
metodologia a nivel de invernadero, mediante la implementacion de una Escala que debio6 ser
ajustada, luego de multiples lecturas del seguimiento de sintomas de la enfermedad. Esta
escala muestra diferencia con la disefiada a nivel de campo por Fouré (1985), donde la
inoculacion del patogeno ocurre en forma natural.

En la figura 10, se observa para todos los tratamientos las primeras lesiones (<3%) de
la enfermedad 15 dias después de la inoculacion de M. fijiensis. Para el dia 20, se observa un
avance de la enfermedad hasta el Grado dos (G2: <7%) en los tratamientos, exceptuando el T4
quien Unicamente muestra el G1 (<3%). Al dia 25, todos los tratamientos en conjunto,
presentan un grado G4 (<20%) en el desarrollo de la enfermedad, aumentando para el dia 30 al
grado G6 (<40%), a excepcion del T1 y T4 quienes alcanzan un grado G5 (<30%). A los 35

dias, se observa un grado G7 (<50%) para la mayoria de los tratamientos evaluados, llegando

41



al grado G8 (>50%) de lesion a los 40 dias después de la inoculacion del patdogeno, en tanto

que, el T4 solo alcanza un G6 a los 35 dias y el maximo grado de lesion (G8) al dia 40.

8 _
7 | i
6 | | |
w O ] ] I
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Figura 10: Desarrollo de sintomas de la enfermedad, Sigatoka negra, de acuerdo a la escala de
Romero (2005), en la hoja No. 2 de vitroplantas de pldatano (cv. Dominico-Harton) inoculadas bajo
condiciones controladas de invernadero.

Aunque, en este estudio no se logré evidenciar en forma clara una respuesta de
induccion de resistencia para el control de la enfermedad, si es claro que en otros cultivos
donde se han realizado investigaciones empleando HE mutualistas inoculados a nivel radical,
estos activan mecanismos de defensa en la planta, protegiéndola contra el ataque de plagas y/o
enfermedades (Dubois et al. 2006; Harman et al. 2004; Benitez et al. 2004).

Mandeel y Baker (1991), demostraron en campo, que cepas de Fusarium oxysporum no
patogénico inoculadas a nivel radical en plantas de Cucumis sativa, reducen notablemente el
dafio y la incidencia de marchitez causada por F. oxysporum f.sp. cucumerinum. Duijff et al.
(1998), mostraron un efecto supresivo a la marchitez de Fusarium causada por F. oxysporum
f.sp. en plantas de tomate que fueron inoculadas a nivel radical con aislamientos de F.
oxysporum no patogénico, comportamiento atribuido a la activacion de mecanismos de
defensa de la planta, via induccion de resistencia.

En los ultimos anos, investigaciones realizadas con Trichoderma, han mostrado entre
sus distintos modos de accion que, la induccidon de resistencia juega un papel fundamental en
el control de plagas y enfermedades en varios cultivos de importancia econdmica (Harman
2006; Benitez et al 2004; Howell 2003). Dentro de este género, sobresale la especie

harzianum, la cual ha mostrado un efecto en el control de enfermedades mediante induccion
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de resistencia. En el caso del cultivo de banano (en trabajos de investigacion realizados en el
CATIE), cuando este endofitico fue inoculado en la raiz de la planta, en presencia de un
sustrato de broza de café, mostrd una induccion de resistencia para el control de M. fijiensis
tanto a nivel de invernadero como en campo con reducciones importantes en el control de la
Sigatoka negra comparado con el testigo (Gutiérrez 1996; Camacho 1997). En frijol, este
mismo endofitico, indujo resistencia para el control de Botrytis cinerea, reduciendo en un 42%
el area foliar afectada y disminuyendo el niimero de lesiones causado por este patogeno
(Bijirimana et al. 1997). En tomate, mostrd 3 meses después de su inoculacion en la raiz de la
planta, induccion de resistencia contra Alternaria solani, reduciendo en un 80% los sintomas
de la enfermedad (Seaman 2003), mientras que en maiz, la respuesta de proteccion se
evidencio 14 dias después de su inoculacion en la raiz de la planta, reduciendo en un 44% el

dafio de la enfermedad causada por Colletotricum graminicola (Harman et al. 2004).

4.3.2 Periodos de desarrollo de la enfermedad

Con la informacion obtenida mediante la escala de Fouré (1985), se determinaron los
periodos de la enfermedad (Cuadro 7). De acuerdo con el andlisis de varianza no se encontro
diferencia significativa para el Periodo de Latencia (PL) (p=0.9668), Tiempo de Evolucion de
Sintomas (TES) (p=0.5934) y Tiempo de Desarrollo de la Enfermedad (TDE) (p=0.5934).
Los resultados obtenidos muestran un Periodo de Incubacion (PI) de 10 dias para el conjunto
de tratamientos evaluados, tiempo para el cual se observa la aparicion de las primeras pizcas-
lesiones (E1) que dan inicio a la enfermedad. El PL, tiempo en el que se observa la aparicion
de las estrias (E3) hasta las primeras manchas en estadio E6 fue de 13 dias para la mayoria de
los tratamientos, a excepcion de los T4 y T5 que tardaron 2 dias mas en alcanzar el E6. Para el
TES, se tuvo en cuenta el numero de dias transcurrido desde la aparicion del estadio E1 hasta
el estadio E6, siendo de 30 dias para el tratamiento T4 y de 25 dias para el testigo T8, lo que
sugiere un efecto del endofitico F. oxysporum en el retraso de la evolucion de los sintomas en

5 dias a favor del endofitico con relacion al tratamiento testigo.
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Cuadro 7: Periodos y Tiempos de desarrollo de la enfermedad, basados en la escala de Fouré (1985),
en la hoja No.2 de vitroplantas de plantano inoculadas con M. fijiensis bajo condiciones de

invernadero.

Tratamientos

Periodos y Tiempos (dias)

PL TES TDE
T1 10.0 a 13.0a 26.0 ab 36.0 ab
T2 10.0 a 13.0a 25.0 ab 35.0 ab
T3 10.0 a 13.0a 24.0a 34.0a
T4 10.0 a 150a 30.0b 40.0b
T5 10.0 a 150a 26.0 ab 36.0 ab
T6 10.0 a 13.0a 25.0 ab 35.0ab
T7 10.0 a 13.0a 26.0 ab 36.0 ab
T8 10.0 a 13.0a 25.0 ab 35.0 ab

Nota: medias seguida de [ a misma letra no tienen diferencia significativa
(p=0.05) de acuerdo con el Test LSD.

El TDE, registra el nimero de dias entre el momento de la inoculacion y la aparicion

de las primeras manchas en estadio E6, siendo de 40 dias para el tratamiento T4 (aislamiento

de F. oxysporum) y de 35 dias para el testigo T8. Comportamiento similar observado en el

TES, donde la accion del endofitico retrasé el desarrollo de la enfermedad 5 dias con relacion

al testigo T8. Asimismo, el T3 registro el menor TDE (34 dias) comparado con los demas

tratamientos (Figura 11).

T2-T6 T1-T5

T3 T8 T7 T4
34 35 36 40
TDE (dias)

Figura 11: Tiempo de Desarrollo de la Enfermedad (TDE), basado en la escala de Fouré (1985), en
vitroplantas de plantano (cv. Dominico-Harton) inoculadas con M. fijiensis bajo condiciones

controladas de invernadero.
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Como se menciond anteriormente, los resultados obtenidos durante el estudio no
evidencian claramente induccion de resistencia para el control de M. fijiensis por parte de los
hongos endofiticos utilizados en la investigacion. Diferentes autores, mencionan entre los
modos de accion de Trichoderma: competencia por nutrientes y espacio en la rizosfera,
antibiosis, micoparasitismo e induccion de resistencia (Harman 2006; Benitez et al. 2004;
Howell 2003). De acuerdo a los modos de accidon antes mencionados, estos mismos autores,
coinciden en adjudicar a ciertos aislados especializacion para un modo de accion en particular;
de tal manera que, si un determinado aislado, es exitoso como promotor de crecimiento, este
mismo, no necesariamente funciona eficientemente como controlador biolégico o inductor de
resistencia. Lo anterior, posiblemente se debe a la inversion en el costo energético para
optimizar una respuesta en particular.

En el caso de cepas de Trichoderma atroviride y Fusarium oxysporum, la literatura ain
no reporta con claridad un modo de accion basado en la induccion de resistencia. Por tal razon,
es posible que, en nuestro caso, estd sea la razoén por la cual no se evidencid control de la
enfermedad via induccién de resistencia por parte de los aislamientos evaluados en este

estudio.

4.3.3 Unidades SPAD de clorofila

A partir del dia 10 después de la inoculacion de las vitroplantas con M. fijiensis y hasta
el dia 40, se tomaron lecturas diarias de unidades SPAD de clorofila en la hoja No. 2 de cada
planta. En la figura 12, se observa los promedios diarios de clorofila tomados en 8 plantas por
tratamiento observandose un comportamiento constante y homogéneo al inicio del estudio,
independientemente del tratamiento evaluado. Este comportamiento en los valores de clorofila
se mantiene estable hasta el dia 25 después de la inoculacion, tiempo en el cual comienza
rapidamente la coalescencia del tejido, llegando a tener valores de unidades SPAD menores de
14.0 para el dia 40, lo que se explica por la presencia de necrosis en desarrollo, ocasionando
alteraciones importantes en la fisiologia de los cloroplastos llevandolos paulatinamente a la

destruccion.
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Unidades SPAD Clorofila

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Tiempo (dias)

‘—0—T1 T2 3 T4 +T5—0—T6+'I7——T8‘

Figura 12: Unidades SPAD de clorofila tomada en la hoja No.2 de vitroplantas de plantano
inoculadas con M. fijiensis bajo condiciones controladas de invernadero. v VV:Valores en T4.

Estos resultados son consistentes con los anteriores de lectura de sintomas, donde el T4
reveld6 un retraso en el desarrollo de la enfermedad en el tiempo, coincidiendo con la
cuantificacion de unidades SPAD, donde justamente este tratamiento presenta los valores de
clorofila mas altos respecto al testigo T8 y demads tratamientos evaluados. Corroborando el
efecto positivo de este endofitico en la fisiologia de la planta igualmente observado en el TES
y TDE (30 y 40 dias, respectivamente) donde retrasé 5 dias el desarrollo de sintomas de la
enfermedad comparado con el testigo TS.

El tratamiento T3 correspondiente a uno de los aislamientos de F. oxysporum, mostro a
lo largo de toda la investigacion los valores mas bajos de clorofila coincidiendo con los TES y
TDE mas cortos (24 y 34 dias, respectivamente), lo que sugiere la reducida efectividad de esta
cepa para el control de la enfermedad.

Cuando se relaciona los valores de clorofila con el avance de la enfermedad se observa
que a partir del dia 25, todos los tratamientos evaluados presentaron un estadio E4 de acuerdo
a la escala de Fouré (1985) y un Grado cuatro (G4: <20%) de acuerdo a la escala de Romero
(2005), momento en el cual los tejidos de las hojas se encuentran afectados con signos de
necrosis originados por M. fijiensis. Similares resultados fueron encontrados por Romero
(2005), quien reporta un comportamiento similar en vitroplantas de platano del cv. Curraré
inoculadas con M. fijiensis bajo condiciones de invernadero. Busogoro (1999) y Lepoivre et

al. (2003), observaron en plantas de banano inoculadas con M. fijiensis que las toxinas
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producidas por el hongo, provocan agregacion de los cloroplastos, generando disminucion en
los niveles de clorofila en las plantas tratadas.

Atendiendo el tipo de dafio que produce M. fijiensis en las hojas, y que caracteriza a la
Sigatoka negra, éste compromete el aparato fotosintetico limitando el proceso fotoquimico de
las hojas, disminuyendo la actividad fotosintética en la planta, lo que repercute en la calidad y
el peso del racimo (Cayon 2004). Lo anterior nos permite considerar de gran importancia el
conocer los valores de concentracion de clorofila, dado que esta juega un papel predominante
en la relacién cloroplasto sano — vs. — cloroplasto deforme, modificado y finalmente
colapsado, por un proceso de oxidacion o Redox celular que ocasiona, finalmente, la muerte

de tejido.

4.4 Conclusiones

Plantas inoculadas con el aislamiento de Fusarium oxysporum T4, registran valores
mas altos de TES y TDE, retardando 5 dias el desarrollo y avance de la enfermedad
comparado con el testigo; asi como, los niveles més altos y estables de clorofila a lo largo de
todo el estudio.

Entre los dias 25 y 30 se presentan los estadios y grados de la enfermedad mas criticos
para todos los tratamientos evaluados, llegando a su maxima expresion entre los dias 35 y 40
después de la inoculacion del patogeno.

La escala de Romero (2005) fue mas consistente para la evaluacion de sintomas de la
enfermedad a nivel de invernadero comparada con la de Fouré (1985). Destacandose la
importancia de establecer esta escala para evaluar a nivel de invernadero la resistencia y el
desarrollo de sintomas de la Sigatoka negra.

Los resultados no detectaron un efecto de induccion de resistencia para los tratamientos
evaluados, a excepcion de una tendencia en retraso de la enfermedad para el T4

(F. oxysporum).
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5 Recomendaciones generales

Evaluar concentraciones de in6culo mas altas de las cepas de Fusarium oxysporum 'y
dar un tiempo mas prolongado en la inmersion del sistema radical, con el fin de aumentar su
poder de colonizacion y permanencia en los tejidos de la planta.

Realizar varias inoculaciones de hongos endofiticos en el tiempo, para asegurar mayor
poder de colonizacién a nivel radical, y un avance significativo a la parte aérea de la planta,
proporcionando mayor concentracion de sustancias que actuen como inductores de sefiales de
defensa a distancia.

Estimar bajo condiciones controladas de invernadero, los valores del PI, PL, TES y
TDE empleando como base la escala de grados de Romero (2005), definiendo en forma clara,
los tiempos y periodos de desarrollo con base a esta escala.

Retomar investigaciones realizadas con aislamientos de Trichoderma harzianum en
presencia de sustratos de broza de café, sumado a una fuente de energia, con el fin de
desarrollar una alternativa al control de la Sigatoka negra mediante mecanismos de induccion
de resistencia.

Poner a interactuar simultdneamente hongos endofiticos con rizobacterias promotoras
de crecimiento u hongos endofiticos con hongos micorricicos, como alternativa en el aporte de
respuesta en promocion de crecimiento y control a distancia de la Sigatoka negra.

Realizar estudios con cepas de hongos endofiticos aisladas del filoplano de plantas
sanas de cultivos de platano, establecidas en areas con alta incidencia “sitios calientes” de la

enfermedad.
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6 Anexos

Anexo 1: Andlisis de varianza para la variable Porcentaje de Colonizacion en “Raiz” de
vitroplantas de platano (cv. Dominico-Hartén).

Source DF Sum ofsquares Meansquare Fvalue Pr>F

Model 6 42.87 7.15 426  0.0059
Error 21 35.26 1.68

Total 27 78.13

CV =20.37

Anexo 2: Andlisis de varianza para la variable Porcentaje de Colonizacion en “Cormo” de
vitroplantas de platano (cv. Dominico-Hartén).

Source DF Sum of squares Meansquare Fvalue Pr>F

Model ©6 25.10 4.18 320 0.0217
Error 21 27.47 1.31

Total 27 52.57

CV =20.52

Anexo 3: Analisis de varianza para la variable Porcentaje de Colonizacion en “Pseudotallo”
de vitroplantas de platano (cv. Dominico-Hartén).

Source DF Sum of squares Mean square Fvalue Pr>F

Model 6 9.63 1.60 0.80  0.5799
Error 21 42.05 2.00

Total 27 51.67

CVv=53.10

Anexo 4: Analisis de varianza para la variable Porcentaje de Colonizacion en “Hoja” de
vitroplantas de platano (cv. Dominico-Harton).

Source DF Sum of squares Mean square Fvalue Pr>F

Model 6 22.69 3.78 441 0.0049
Error 21 18.01 0.86

Total 27 40.70

CV =100.99
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Anexo 5: Analisis de varianza para la variable de Promocion de Crecimiento “Area Foliar” en
vitroplantas de platano (cv. Dominico-Harton).

Source DF Sum of squares Mean square Fvalue Pr>F
Model 7 615087.6832 87869.6690  31.79 <.0001
Error 32 88436.3632 2763.6363

Total 39  703524.0436

CV = 18.89

Anexo 6: Analisis de varianza para la variable de Promocion de Crecimiento “Altura” en
vitroplantas de platano (cv. Dominico-Harton).

Source DF Sum of squares Mean square Fvalue Pr>F
Model 7 100.1400000 14.3057143 278  0.0223
Error 32 164.5410000 5.1419062

Total 39  264.6810000

CV =11.09

Anexo 7: Analisis de varianza para la variable de Promocion de Crecimiento “Diametro
Pseudotallo” en vitroplantas de platano (cv. Dominico-Harton).

Source DF Sum of squares Mean square Fvalue Pr>F
Model 7 0.30419938 0.04345705 3.30  0.0093
Error 32 0.42132000 0.01316625

Total 39 0.72551937

CV =171

Anexo 8: Analisis de varianza para la variable de Promocion de Crecimiento “Peso Total
Planta” en vitroplantas de platano (cv. Dominico-Harton).

Source DF Sum of squares Mean square Fvalue Pr>F
Model 7 2266.557938 323.793991 6.31  0.0001
Error 32 1642.278000 51.321187

Total 39  3908.835937

CVv=16.42
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Anexo 9: Andlisis de varianza para la variable de Promocion de Crecimiento “Peso Aéreo
Planta” en vitroplantas de platano (cv. Dominico-Harton).

Source DF Sum of squares Mean square Fvalue Pr>F
Model 7 1008.180938 144.025848 5.47  0.0003
Error 32 843.284000 26.352625

Total 39 1851.464938

CV=17.23

Anexo 10: Analisis de varianza para la variable de Promocion de Crecimiento “Peso Radical”
en vitroplantas de platano (cv. Dominico-Hartén).

Source DF Sum of squares Mean square Fvalue Pr>F
Model 7 262.5040000 37.5005714 454  0.0013
Error 32 264.0350000 8.2510938

Total 39  526.5390000

CV =

Anexo 11: Analisis foliar completo (FQO) en vitroplantas de platano (cv. Dominico-Harton)
60 dias después de la inoculacion con los hongos endofiticos.

. Ca Mg K P Cu Zn Mn Fe
Tratamientos 5
----Yo---- ----mg/kg----
Tl 0,37 0,29 2,72 0,07 10,15 18,27 3244,53 127,11
T2 0,34 0,31 2,80 0,10 10,51 19,74 3165,75 149,03
T3 0,34 0,29 2,75 0,07 10,44 19,25 3941,21 139,99
T4 0,34 0,34 2,40 0,11 10,88 19,21 2800,22 163,13
TS5 0,35 0,37 2,46 0,10 11,39 19,31 2766,87 186,63
T6 0,37 0,33 2,61 0,11 11,18 19,90 3051,01 161,03
T7 0,35 0,34 2,35 0,13 11,63 19,36 2920,21 167,55
T8 0,45 0,36 2,15 0,08 10,01 22,66 3451,59 134,66

53



Anexo 12: Programas de nebulizacion en las camaras de incubacion para optimizar la
germinacion de conidias y penetracion de M. fijienesis y desarrollo de sintomas de la

enfermedad.

PROGRAMA # 1: (0-3 DDI)

PROGRAMA # 2: (4-10 DDI)

Inicia Detiene
1 00 am Fl15am
2 10:00 am 1015 am
3 100 p.m. 115 p.m.
4 4:00 ¢ m. 415 p.m.
3 F00pm. 13 pom

Inicia Detiene
1 F00 am T30 am
2 8:30 am. .00 am.
E, 10:00 am. 10:30 am.
4 11:30 am. 12:00 m.d
5 1:00 pom. 130 pom.
6 aslop m. 200 pom.
7 4:00 p.m. 450 om.
3 530 p.m. £:00 pom.
9 F00p.m. TE0 pom.
10 830 p.m. 200 po1n.
11 10:00 . m. 10:30 pom.
12 11:30 p.m. 12:00 p.m.
13 1:00 am. 1:30 am.
14 230 am 200 am

Anexo 13: Lectura de Unidades SPAD de clorofila tomadas con un Clorofilometro en cuatro
puntos diferentes en la hoja No.2 de las vitroplantas de platano (cv. Dominco-Harton).
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Anexo 14: Analisis de varianza para la variable de Resistencia a la Sigatoka negra “Periodo de
Latencia (PL)” en vitroplantas de platano (cv. Dominico-Harton).

Source DF Sum of squares Mean square Fvalue Pr>F

Model 7 46.50 6.64 0.26  0.9668
Error 56 1432.50 25.58

Total 63 1479.00

CV =37.81

Anexo 15: Anadlisis de varianza para la variable de Resistencia a la Sigatoka negra “Tiempo de
Evolusion de Sintomas (TES)” en vitroplantas de platano (cv. Dominico-Hartén).

Source DF Sum of squares Mean square Fvalue Pr>F

Model 7 122.36 17.48 0.80 0.5934
Error 56 1228.88 21.94

Total 63 1351.23

CV =18.29

Anexo 16: Analisis de varianza para la variable de Resistencia a la Sigatoka negra “Tiempo de
Desarrollo de la Enfermedad (TDE)” en vitroplantas de platano (cv. Dominico-Harton).

Source DF Sum of squares Mean square Fvalue Pr>F

Model 7 122.36 17.48 0.80 0.5934
Error 56 1228.88 21.94

Total 63 1351.23

CV =13.16

55



Anexo 17: Avance de la enfermedad, Sigatoka negra, en la hoja No.2 inoculadas con M.
fijiensis cepa CRPEO1 en las vitroplantas de platano (cv. Dominco-Hartén), tratamiento
T4: Fusarium oxysporum (Fo2)

T4 —vs- T8.
?.‘ .
. ‘ , . ‘

Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25 Dia 30 Dia 35 Dia 40
Barrios 2006

T8: Testigo

Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25 Dia 30 Dia 35 Dia 40
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