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RESUMEN

Estudios sobre la supresvidad a Radopholus similis de tres suelos. supresivos,
moderadamente supresivos y no supresivos, cultivados con platano en Sixaola, Codta
Rica fueron redizados en la presente investigacion. EIl méodo directo para medir la
supresividad demostré reducciones hasta de 94% en la poblacion de R similis en d
sgema radicad en sueos supresvos en comparacion con suelos no supresvos. Sin
embargo, no s regisraron diferencias entres sudos moderadamente supresivos 'y no
supresveos. Este comportamiento fue consstente en los cuetro muestreos realizados. Por
otro lado, € método indirecto reconfirmd e potenciad supresor de los suelos supresivos.
Se encontraron reducciones hasta 56% en la extraccion de R smilis en sueos
supresivos en comparacion con no supresvos. Sin embargo, no se  detectaron
diferencias entre suedos moderadamente supresvos y no supresvos en los cuatro
experimentos consecutivos redizados.  Por otro lado, la sanidad dd sstema radica
medido en porcentge de raices funcionaes fue superior en suelos supresivos que no
supresivos, variando de 71 a 91% en suelos supresivos y solamente de 47 a 62% en
Suel 0s No supresivos.

Investigaciones para conocer la poblacion de hongos endofiticos en @ Sstema radicd
de pldano arrojaron que 62 aidados fueron recobrados de suelos supresivos y
solamente 33 de sudos no supresvos. 15 aidados provenientes de suelos supresivos
fueron sdeccionados para conocer su actividad antagonista sobre R, similis en
condiciones in vitro. Entre 3 a 78% de parasitismo sobre R. similis fue encontrado entre
los hongos evduados. Por otro lado, se registraron porcentges de mortaidad de R
smilis entre 10 y 98% causada por metabolitos secundarios 24 horas después de la
expodcion dd nematodo a la suspensdn metabdlica de los hongos enddfiticos. Los
meores cuaro aidados endofiticos, dos pertenecientes a Fusarium (S9 y S7) y dos
adados de Trichoderma (S10 y S2) fueron seleccionados como los meores
biocontroladores a nivel in vitro y se incluyeron para ser evaduados en condiciones de
invernadero, conjuntamente con dos adados endofiticos de actividad antagonistica
conocida, aidados Fusarium TS5y Trichoderma T12, provenientes de suelos supresivos
de Guatemala

Los resultados de los bioensayos demostraron que plantas protegidas con hongos
endofiticos presentaron reducciones hasta 88 y 86% en la poblacidon find de R. similis
en e dstema radicd de platano y banano, respectivamente, en comparacion con plantas
control. Los aidados endofiticos Fusarium SO y Trichoderma S10 fueron los meores
biocontroladores de R. similis tanto en banano como en pldano, superando a los
adados de actividad antagonistica conocida como Fusarium T5 y Trichoderma T12
provenientes de sueos supresvos de Guatemala. Por otro lado, se registraron
reducciones hasta 89% y 88% en la poblacidon find de R similis en sudo de plantas
protegidas de platano y banano, respectivamente, en comparacion con suelo de plantas
control. Adiciondmente d €fecto de biocontrol, los adados Fusarium SO vy
Trichoderma S10 gercieron un efecto en la promocidn de crecimiento dd Sstema
radicd y foliar de plantas protegides tanto en pl&ano como en banano. Estudios
relacionados con € meor entendimiento del mecanismo biocontrol de estos hongos asi
como la evauacion de biocontrol en condiciones de campo deben ser prioridades de
investigaciones futuras.



SUMMARY

Studies on suppressiveness to Radopholus similis of three soils (suppressive, moderately
suppressive and non-suppressive), cultivated with plantain in Sixaola, Cogta Rica were
conducted as part of this research. The direct method employed for suppressveness
measurement showed reductions of up to 94% of R smilis populations present in the
root system of suppressve soils compared to nonsuppressive. However, no differences
were found between moderate and non-suppressve soils. This behavior was consstent
through the four samplings conducted. On the other hand, the indirect method utilized
for suppressveness measurement reconfirmed the suppressive potentid of suppressive
soils. There were reductions of up to 56% on R smilis extractions from suppressve
s0ils compared to non-suppressive. Nevertheless, no differences were detected between
moderate and nonsuppressve soils for the four consecutive experiments conducted.
Root system hedth measured in percentages of functiond roots was superior for
uppressive soils than for non-suppressive, varying from 71 to 91% for suppressve soils
and only 47 to 62% for non-suppressive.

Studies to determine populations of endophytic fungi in plantain root sysems showed
that 62 isolates were recovered from suppressve soils and only 33 from non
suppressive. 15 isolates from suppressve soils were sdected to study their antagonist
activity on R smilis under in vitro conditions. Parasitism percentage of R. smilis
ranged between 3 and 78% for endophytic fungi under evduation. Mortdity
percentages of R. similis, caused by secondary metabolites 24 hours after expostion of
the nematode to the metabolic suspension of endophytic fungi, ranged between 10 and
98%. The best four endophytic isolates, two from Fusarium S19 and S7 and two from
Trichoderma S10 and S2, were selected as the best in vitro bio-controllers and included
for evdudion under greenhouse conditions, jointly with two endophytic isolates of
antagonigt activity known as Fusarium T5 and Trichoderma T12 from suppressve soils
of Guatemda

Reaults from the bioassays demondrated that plants protected with endophytic fungi
showed reductions of up to 88 and 86% regarding R. similis find population found in
the root sysem of plantain and banana respectively, compared to check plants.
Fusarium S9 and Trichoderma S10 were the best R similis bio-controllers, both for
banana and plantain, surpassng antagonidic activity isolates known as Fusarium T5
and Trichoderma T12 from suppressive soils of Guatemada On the other Sde,
reductions of up to 89 and 88% in R. similis find population were found in plant soils of
protected plantain and banana, respectively, compared to control plants. Furthermore,
the bio-control effect of Fusarium S9 and Trichoderma T12 isolates had an effect on
growth promotion of the root and foliar sysem of protected plants of plantan and
banana. Studies amed a obtaining a better knowledge of these fung bio-control
mechanisms and bio-control evauations under fidd conditions should be a priority for
future research.



1. INTRODUCCION

Jones y Diekmann (2000) sefidan que € banano es cultivado en mas de 120 paises en
los tropicos y subtrépicos y condituye una de las principaes fuentes de ingreso en las
economias de muchos de esos paises. ASmismo, € banano y € pldano es € cuarto
cultivo més importante del mundo, después dd arroz, d trigo y d maiz, ademés de ser
considerado un producto basico y de exportacion, condituyendo una importante
fuente de empleo e ingresos en numerosos paises en desarrollo. Los paises
latinoamericanos y del Caribe producen € grueso de los plaanos que entran en d
comercio internaciond, unos 10 millones de toneladas, del totd mundid de 12

millones de tondadas.

Aunque las exportaciones de bananos no “Cavendish” representan hoy en dia solo

mercados “nicho”, es innegable que & mercado Europeo se aore poco a poco a estos
otros tipos de bananos (L escot 2000).

En América tropica los clones de los grupos AAB y ABB son de importancia
especia, pues los plaanos o bananos de coccidn condtituyen un elemento corriente en
la dimentacion locd. Al contrario de los bananos del grupo AAA, los pléaanos tienen
muchos usos menores, entre dlos su empleo como forrgeras y como plantas de
sombra en cafetales y cacaotales (Ledn 2000).

La produccion de banano y platano afronta problemas de mercado por su sobreoferta.
Esto induce a que la mayor pate dd afo, las exigencias de sanidad de la fruta,
longitud, grosor y grado de maduracion sean incrementados para equilibrar la
sobreoferta con la demanda. Adicionmente a estos problemas de mercado, existen
factores bidticos que limitan su produccion. Después de la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis), € dafio causado por los nematodos, es d factor en
importancia en reducir los rendimientos (Araya 2003).

Esd completamente establecido que los fitonematodos son la plaga mas importante
que ataca d Sdema radicd de cultivo de pldano en los tropicos y subtropicos
(Bridge 1993; Gowen 1995; Davide 1996; Sarah et al 1996). El control convenciona

de los nematodos en plantaciones comerciaes de pldano consste en dos a tres



golicaciones de nemdicidas por ciclo dd cultivo. Este método de control es poco
eficiente y dtamente costoso para los pequefios y medianos productores. Ademés
extermina los agentes hiologicos de control de los nematodos presentes en € sueo
Pocasangre (2002). Trivifio (2003) sefida que actudmente en Ecuador exige la
tendencia de mangar las plantaciones solamente con productos no quimicos, Sn
embargo, debido a las dtas densdades poblaciondes de R smilis en muchas
plantaciones, hadbora la necesdad de continuar utilizando los nematicidas en
plantaciones con poblaciones mas severas. Moens et al.  (2003) experimentalmente
comprobaron que la rotacion raciona de nematicidas, aunque no control6 muy
eficientemente los nematodos, produjo los racimos mas pesados y un dto porcentge

de raices funciondes.

B nematodo barrenador Radopholus similis es la especie de nematodo mas
importante en la produccion de bananos y pléanos en América Central, Africa
Occidental y Audrdia (Pinochet 1986, Sarah 1989, Schipke y Ramsey 1994).
Perdidas economicas que oscilan entre 30 a 50% han sido reportadas en Costa Rica y
Panama (Davide 1996). Actuamente, € nematodo barrenador es controlado por
medio de précticas culturdes, nemdticidas quimicos (érganofosforados y carbamatos)
y con € cultivo de variedades resigtentes especialmente en banano (Marin et al. 1999;
Marin 2003). Asmismo, los nematicidas son utilizados en gran escala, a pesar de los
problemas ambientales que estos conllevan, tales como problemas en la sdlud humana
y anima (Pocasangre et al. 2001). Nematcidas efectivos como DBCP
(dibromocloropropano) y EDP (bromuro de etileno) se ha comercidizado a pesar de

sus efectos dafinos paralasaud humanay @ ambiente.

Los nematodos parasiticos de plantas tienen muchos enemigos naturdes en € suelo y
desde hace tiempo se ha esado dirigiendo estudios sobre posibles controles
biolégicos. Los primeros antagonistas considerados fueron los hongos tramperos
(Arthrobotrys, Dactyllela, Dactylaria, etc.). Sin embargo, es muy dificil de producir
en masa y, ademas, U dficiencia edta ligada a caracterigticas de suelo muy edtrictas
(pH, materia orgénica, microflora y microfauna dd suelo). Los diversos esfuerzos
industrides intentados no fueron exitosos (Sarah 1998).



El méodo biolégico con d incremento de antagonistas taes como los hongos
micorrizicos, nemat6fagos y endofiticos nativos o introducidos, bacterias y otros
depredadores naturdes en combinacion con fertilizantes organicos (compost, humus,
vermicompost) representan una dternativa muy apreciable para la obtencion de un
banano o pldano ambientalmente “amistoso” (Gonzadezy Fernandez 2003).

El control biologico de nematodo R. similis mediante hongos endofiticos ha sdo
reportado en banano. Reducciones en la tasa de reproduccion de R similis de hasta
90% han sdo encontradas en condiciones de invernadero (Pocasangre 2000). El
mismo autor reporta  una amplia diversdad de hongos endofiticos presentes en fincas
comercides de banano en Guatemala, encontrando un totd de 132 adados
endofiticos en tres fincas comercides de banano: El Red, Maya y Creek, con suelos
supresivos d nematodo barrenador R. similis, cepas no patogénicas de Fusarium y
Trichoderma fueron las predominantes (Pocasangre et al 2000). Actudmente estudios
sobre antibiods y paradtismo dd nemaodo son redizados para conocer los
mecanismos del biocontrol de R similis de estos hongos endofiticos (Zum Felde et al
2002).

Pocasangre (2003) sefida que recientes investigaciones sobre poblaciones de hongos
endofiticos presentes en tgidos internos de ices de banano y pldtano demuestran que
e 10% de los hongos endofiticos colectados presentan una dta actividad antagonista
sobre @ nematodo barrenador Radopholus similis. Ademés, puntudiza que, plantas
protegidas con estos hongos han presentado un incremento en @ peso radicd y foliar

en comparacion con plantas no protegidas.

Estudios preliminares redizados con la colaboracion de INIBAP, CORBANA vy
Minigterio de Agricultura (MAG) en la zona atlantica de Costa Rica han demostrado
la presencia de sudos con un gradiente de supresividad a nematodo barrenador R
smilis en d cultivo de pldano. En suelos no supresivos la poblacion de nematodos
por 100 gramos de raices dcanzan hasta 40,000 individuos, en suelos medianamente
supresivos 6,800 y en suelos supresvos no se encontraron nematodos. El - control
natural de los nematodos en estos suelos posiblemente se debe a la actividad de las
poblaciones de  antagonistas presentes en estos suelos.  Consecuentemente €

adamiento y caracterizacion de estas poblaciones es de importancia para su posible



uso como agentes biocontroladores o inductores de resstencia a aaque de
nematodo. Actudmente, en pldano existe una dta demanda de materid de sembra,
debido a uso de dtas densdades de siembra (2500 a 4000 plantas /ha.) en un sstema
de cultivo anud o bianua de pléano. Las plantas propagadas in vitro o “vitroplantas’
son fuente de semilla sana, libre de bacterias, hongos y nematodos en comparacion
con la propagacion convenciona (Sandova 1998). Sin embargo, vitroplantas en
condiciones de campo son més susceptibles a ataque de mal de Panama y nematodos.
La proteccion de materid de dembra con hongos endofiticos podria dar una
ressencia a atague de nematodos en campo. Consecuentemente, la presente
investigacion pretende estudiar la incidencia naturd de los hongos endofiticos que se
encuentran asociados a la rizosfera del cultivo de pl&ano en sudos supresivos d
nematodo R dsmilis de Tdamanca en Coda Rica, y determinar € potencid
antagonsta de estos hongos sobre la tasa de reproduccion del nematodo R. similis, en
vitroplantas y rebrotes inoculados de cultivar de plaano “fdso cuerno” (Musa
AAB).



1.2.0bjetivos

1.2.1.0Dbjetivo general:

Egsudiar las poblaciones naturdes de hongos endofiticos de sueos supresvos a
Radopholus similis en d cultivo de pldano para su potencid uso como agentes
biolégicos de control de nematodos y como promotores de crecimiento de vitroplantas
y rebrotes.

1.2.2.0bjetivos especificos:

a) Comprobar lasupresividad de los suelos mediante andlisis de la dinamicade

poblaciones de nematodos en  plantaciones de platano de Taamanca.
b) Aidamiento y caracterizacion de poblaciones de hongos endofiticos
provenientes de larizosferade platano de suelos supresivas, medianamente

SUPresivos'y o supresivos.

) Redizar un estudio de laactividad antagonista de los hongos endofiticos d

nematodo R. similis en bicensayosanive in vitro y de invernadero.

d) Determinar d efecto de los hongos endofiticos eite en la promocion de

crecimiento de vitroplantas y rebrotes de plédano, anive in vivo.

1.3. Hipdtesis:

Exisgen diferencias dgnificativas entre poblaciones de nematodos que crecen en

Suel0s supresivos y en SUelos No sUpresivos.

En la rizosfera de plantas provenientes de suelos supresivos existe mayor cantidad de

hongos endofiticos que en la rizosfera de suel0s no supresivos.



Exigen diferentes grados de actividad antagonista de los hongos endofiticos sobre €

nematodo barrenador R. similis.

Hongos endofiticos de suelos supresivos confieren a la planta una resstencia a ataque
de nematodos, promueven @ crecimiento radicd y foliar de plantas, y protegen d

materia de Sembra de platano provenientes de retofios y vitroplantas.



2.REVISION DE LITERATURA

2.1. El platano: origen y botanica

Nervadura central

Peciolo _

Hoja“cigarro”

Seudotallo

Hijo de sucesion

Raices Pedinculo

Figura 1. Representacion diagramética de una planta de plétano con hijo de sucesion.
Tomado de Champion 1963.

Araya (2000)sefida que, las musécess tienen su origen en d Ada Sudorientd. La
Musa acuminata tuvo su origen en la peninsula de Mdasia o idas cercanas, de donde
fue llevada a otros lugares como las Filipinas y la India, donde s mezcl6 con
gemplares de Musa balbisana dando origen a grupos hibridos de los cudes se
derivan los plaanos y guineos. Précticamente desconocidas en América aln a findes
ded dglo pasado, eran consderadas frutas exdticas. El primero y decisivo paso en la
evolucion dd pldano comedtible fue @ origen de la partenocarpia y desaparicion de la

samillade laMusa acuminata.

Los cambios posteriores se basaron en la hibridacion de M. acuminata con M.
balbisana y la aparicion de caracteres triploides y tetraploides entre los productos.



Asdi, los platanos AB, AAB, y ABB son caracterigticos de la India y parece exigtir un
segundo centro de diversficacion de los tipos AAB y ABB en las Filipinas. Eto
pareciera indicar que en estos paises los grupos hibridos se originaron mediante
cruzamientos de la Musa balbisiana loca con linges comestibles de Musa acuminata
traidos de fuera ESto indica una migracion hacia € exterior de las formas comestibles
de Musa acuminata desde un centro, en dguna pate de Mdasia, acompaiiada de
hibridacion y de la aparicion de caracteres poliploides.

El pldano fue llevado a las Idas Canarias por los portugueses poco después de 1402 y
de ahi pasd a Nuevo Mundo, inicidndose en 1516 una serie de introducciones de este
cultivo. La poshilidad de la presencia precolombina dd platano en Améica ha sdo
sugerida, pero no se tienen pruebas directas de dlo. Linneo basd sus estudios en las
especies Musa paradisiaca y Musa sapientum que corresponden a una variedad de
Curraré € primero y a una variedad de Dominico € segundo, que exigian en las
Artillas en d Siglo XVII. Los bananos son una introduccion més reciente hecha a
principios de Siglo XIX y que marcd € inicio dd imperio bananero de la United
Fruit Co.

Ledn (2000) sefida que los pldanos y bananos fueron introducidos después de la
conquista; Fray Tomés de Berlanga trgo las primeras cepas a Santo Domingo hacia
1516. Su aceptacion por los indigenas fue inmediata y llevd a una disperson tan
rgpida que su cultivo iba delante de los conquistadores, 1o que dio base a la creencia
gue los bananos eran oriundos de América. Puede indicarse a propdsito que restos
fésles, semillas y frutas son conocidas de Colombia y otros paises. Aunque esto sea
prueba irrefuteble de que edtas plantas crecieron en América en épocas geoldgicas

pasadas, no prueba que |os bananos actuaes sean de origen americano.

El cultivo dd banano en los trépicos de América para la exportacion a Estados Unidos
y Europa ha sdo mucho mas intenso e importante que la produccion en su &ea de
origen. Es en América tropicd también donde se ha avanzado més en € conocimiento

delagenéticay lafisologiadd banano, asi como en su produccidn comercid.



Las Musaceas son hierbas gigantes. De los talos subterraneos brotan seudotallos
aéreos, formados por las bases envolventes de las hojas, por cuyo centro crecen los

gesflordes.

El talo subterrdneo se compone de cormos o rizomas cortos de crecimiento apica. El

primer cormo desarrolla un seudotalo aéreo y un ge flord 'y subterrdneamente una o
més yemas, que a U vez s desarrollan en cormos. La planta crece asi en sentido
longitudina o radia, de modo que en torno a primer seudotalo hay varios menores,

chupones, hijos o brotes de diversas formas y edades. Uno o més de elos produciran
flores cuando € primer talo se seque y desintegre; otros se mantendrén sin desarrollar
y son los “hijos de agud’, que se diminan en € cultivo. EStos chupones se diferencian
por € follge los que producen frutos llevan hojas angostas d principio, de laminas

muy reducidasy luego hojas normaesy racimosfloraes.

El cormo es d tdlo subterraneo es una edtructura conica o asamérica, con € ge
centra curvo y doblado hacia arriba, formado por muchos entrenudos cortos. De los
nudos brotan raices, en grupos de tres o cuatro. En la parte gpical del cormo aparecen
las hojas, que forman d principio un cono Sdlido. Nacen de una zona merisemética,
la Unica activa en € tdlo, Stuadas en la pate superior y en la que se desarollan
muchas hojas y € escagpo flord. La superficie dd cormo edta cubierta, en estado
joven, por la epidermis, que es reemplazada conforme se desarrolla la planta por
capas corchosas corticales. Las raices en un cormo bien desarrollado, la mayoria sde
de la parte superior, debgo de la insercion de las hojas, y diminuye en nimero hecia

laparte inferior.

Las raices superiores se extienden en sentido horizontal hasta cinco metros de la
planta; las inferiores pueden penetrar hasta 1.5 m de profundidad. Las raices
principdes se ramifican en secundarias y édas llevan en los extremos los peos
absorbentes. La zona principa de raices absorbentes se localiza en € suelo, de 10 a 15
cm de profundidad, en un radio de unos 25 cm 0 més de seudotalo. Las raices se
originan generdmente en grupos de cuatro; son blancas y cilindricas en sus primeras

etgpas. Al avanzar en edad son reemplazadas por tejidos suberizados mas profundos.

El seudotalo es la parte aérea de la planta, formado por las vainas envolventes de las
hojas. El verdadero talo aéreo, que se deva dd cormo, termina e la inflorescencia

Ocupa una porcion menor del volumen dd seudotalo y depende de éste para su



soporte. En un corte transversd @ seudotallo muedtra la disposicion de las vainas
foliares, que aparecen como medias lunas compactas, con sus bordes finos gustados
firmemente a las vainas vecinas. La forma y € tamafio dd seudotalo varia segin €
cultivar: es ligeramente conico, cas cilindrico y dcanza hagda cinco metros de dtura

en “Gros Michd”; corto, grueso y marcadamente conico en “ Cavendish enano”.

El tdlo flord unos 8 a 12 meses después de la Sembra, segin d cultivar gparece
externamente la inflorescencia d find del tdlo flord, érgano que se forma en d &oice
del cormo cuando éste ha producido ya una veintena de hoja adultas, se abre paso por
e centro del seudotalo y d crecer hacia arriba desarrolla un escapo flora cilindrico,
grueso, de 5 a 9 cm de didmetro, blanco y con nudos de los que sden unas 15 hojas.
Tan pronto degja de tener € sostén del seudotdlo se inclina hacia abgjo por @ peso de

lainflorescencia

Las hojas de las musaceas se forman de cuaro pates. vana, peciolo, lamina y
gpéndice, cuyo desarrallo varia seguin la edad, orden de gparicion de la hoja 'y ciclo de
vida de la planta. En las primeras hojas, se observa en los brotes o hijos, la vaina es la
parte més extensa, € peciolo es reducido y la l[amina una superficie angosta a ambos
lados dd nervio centrd, que termina en un apéndice largo y bien desarrollado. Una
hoja desarrollada en la planta adulta, en cambio, tiene la vaina larga y envolvente, que
forma pate de seudotalo; d peciolo es largo y semicilindrico; la lamina puede
dcanzar hasta 4 m de largo por 0.5 m de ancho, es una de las superficies fotosintéticas
mas grande que se conoce. Su forma generd es ovada-oblonga, con € dpice obtuso y

un lado ligeramente mayor que € otro.

El apéndice es una prolongacion dd nervio centrd de la lamina Este Organo permite
a la hoja nueva aorirse paso por € seudotallo, pues es conico y de punta muy delgada

Unavez que lalamina esta fuera se marchitay cae rgpidamente.

El ge de la inflorescencia es la continuacion del escapo (Leon 2000). La
inflorescencia puede ser péndula, semipéndula o erecta, con bracteas, generdmente
deciduas, de supeficie lisa 0 surcada, convoluta o0 mé& 0 menos imbricada en la
bellota. Los cojines 0 nodulos florales compuestos por una o dos lineas de flores
femeninas 0 hermafroditas en la parte basd y masculines en la digd. El perianto esta
formado por dos tépaos, uno dlos tubular con cinco |ébulos dentados en € &pice, dos
de los cudes aparecen intercdados entre los otros tres y € segundo tépao libre en
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forma de quilla y en poscidn opuesta d primero. Cinco estambres y ocasionadmente
un sexto, pero de naturdeza rudimentaria El ovaio es infero, trilocular 'y
multiovulado (ICA 1991).

El fruto se desarrolla dd ovario de las flores pidtiladas por € aumento en volumen de
las paredes de las tres celdas ddl ovario, en particular las opuestas a ge centra, que
rellena por completo la cavidad de los l6culos. Los évulos abortan y se ennegrecen y
a mismo tiempo los tgidos del pericarpio 2 engruesan. La parte comestible que
resulta del engrosamiento de las paredes de ovario es una masa de parénquima

cargada de azlicar y amidén.

Bl fruto maduro contiene de 12 a 16% de azlcares, en almidon varia de 10 a 18% en
los pldtanos y arededor del 6% en los bananos. ES bgo en proteinas, pues no contiene
més dd 2%; en cambio es rico en vitaminas y mingdes La forma dd fruto varia
segun @ cultivar. El color es una caracteristica clond; predomina € color amaillo.
Cultivares. no exige una liga completa de los cultivares de pldanos y banano; sobre

los dltimos se ha hecho estudios detalados de | os cultivados para exportacion.

Los pldanos condituyen un grupo menos conocido, aunque en América Latina y
Africa tropical son de mayor importancia en la dimentacion local. Los pléanos se
originaron de los cruces entre M. acuminata y M. balbisiana, de los que formulas son
AAB o0 ABB. En d primer gupo AAB s distinguen los que tienen racimos con buen
nimero de frutos pequefios, como “Dominico’, “Maguefio”, “Truncho’, y los que
tienen racimos con pocos frutos muy grandes. “Liberd”, “Currar€’, “Harton”. En €
grupo ABB eda d clon “Bluggog’, que recibe en América Latina diferentes nombres:
“Mafdo’, “cuatrofilos’, Chamauco” y “Cachaco’, de frutos medianos que se comen

cocinados, verdes o maduros (Ledn 2000).

Ademas, Vésquez (2003) puntudiza que, las raices pueden contener inclusones
cdulares tdes como cristales o metabolitos secundarios. Estos Ultimos frecuentemente
proveen color y pueden presentar autoflorescencia. Las raices forman conexiones 'y
relaciones con otros organismos, como bacterias y micorrizas para trabgar juntas por
e beneficio mutuo.

Bedcézar et al (2003) sefidan que, todos los érganos que conforman la planta de

pldano son importantes y cumplen con una funcién determinada Sin embargo, las
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raices y las hojas podrian ser consideradas como los dos érganos mas importantes,
porque de su comportamiento fisologico y de su estado fitosanitario, dependen la
absorcion de agua y dementos nutritivos y la actividad fotosintética, procesos
edrechamente relacionados con la produccion y rendimiento de un cultivar. Un
andids més detenido, posiblemente nos lleve a condderara que la raiz sea @ Organo
més importante de una planta de pléano. El color guarda relacion con la edad y puede
variar de blanco cremoso a pardo amarillento, su consstencia a edad temprana son
sumamente frégiles, pero con € tiempo e vudven mas resgentes, pero continlian
sendo flexibles. Su grosor y longitud guarda estrecha relacién con la edtructura y
textura del suelo.

2.1.1. Su cultivoy economia

Las exportaciones de banano y pldano ocupan un lugar destacado dentro del conjunto
de reglones generadores de divisas de los paises productores, y juntos se congtituyen
en productos bésicos de la dimentacion de estos pueblos. La intendficacion y
tecnificacion de estos cultivos conlleva a que su proteccion adquiera cada dia mayor
importancia, ya que las condiciones ecologicas de las regiones tropicdes y
subtropicales son idedes para su desarrollo conducen también d incremento de
enfermedades y plagas que a encontrar condiciones dptimas los organismos causales
pueden llegar a adquirir carécter epidémico incidiendo sobre la economia de las
regiones afectadas (Rosero 1987).

Los bananos de coccion y platanos (Musa spp., grupos AAB y ABB) son uno de los
principades cultivos amiléceos para la poblacion de paises en vias de desarrollo. El
pldano se consume como aimento que proporciona energia, y en menor grado como
fruta de postre. Se estima que los pléanos y otros tipos de bananos suministran més
de 200 calorias (energia dimenticia) por dia a unos 60 millones de personas en Africa
(Stover y Simmonds 1987). En América Tropicd y € Caribe, d banano tiene un gran
sgnificado socioecondmico y nutriciond y su  exportacion genera  considerables
ingresos y empleos. El banano y € plaano condituyen @ cuarto producto dimenticio
en importancia a nivel globa después dd aroz, trigo y maiz, en términos de PIB.
Alrededor dd 90% de la produccion mundia totd se consume locamente en los
paises productores, dgjando sblo 10% para la exportacion (Dadzie y Orchard 1997).
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La produccion de bananos 'y platano (Musa spp.), a pesar de su valor socioeconomico,
ha sido afectada por |as crecientes presiones de plagas y enfermedades, dentro de los
cuaes se encuentran los nematodos que afectad sistemaradica (Dochez et al 2000).

2.2. Losnematodosy su impacto econémico

Viaene y Abawi (1997), Esquivd (1999) y Coyne (1999) sefidan que en € reino
anima estdn los nematodos fitoparésitos los cudes forman parte de una voluminosa
poblacién de organismos dd suelo. Estos organismos vermiformes son redondos en
seccion transversd, con smetria bilaterd, hidinos, no segmentados, seudoceomados
y tripoblastos. Algunas especies tienen dimorfismo sexud y todos tienen un edtilete
en la pate anterior, que los permite extraer de las cdulas vegetaes los nutrimentos.
Las drdenes de nematodos fitoparésitos son Apheenchida, Tylenchida y Dorylamida
Sn embargo, la mayoria de los nematodos fitopardsitos pertenecen d  orden
Tylenchida. Los diez géneros més importantes son: Meloidogyne, Pratylenchus,
Heterodera, Ditylenchus, Globodera, Tylenchulus, Xiphinema, Radopholus,
Rotylenchulus y Helicotylenchus. De acuerdo con @ habito de dimentacion, estén en
tres grupos. ectoparasitos, semiendopardsitos y  endoparésitos.  Causan  dafios
mecanicos d perforar las cdulas, mecdnicos destructivos d desplazarse entre los
tgidos, enziméicos d dedtruir la l&mina media, morfoldgicos y fiSoldgicos d dterar
la forma y fisologia de cdulas y tdidos. Al aacar las raices, dguno de los sintomas
en la parte aérea son: decoloracion, poco crecimiento 0 marchitez. Pueden interactuar
con otro tipo de patégenos dd suelo, acdlerando o incrementando @ dafio en las
plantas hospederas d magnificar € efecto de ambos patdgenos. La supervivencia de
estos en ausencia dd hospedero principdmente puede ocurrir en maezas, resducs de
cosecha y suelo. Los nematodos tienen la capacidad de permanecer en estado de
anhydrobiods (permanecer vivos en ausencia de aguad), lo cua los hace maés

resistentes a factores quimicos o fisicos adversos.
Se ha edimado que en € sudo exise una poblacién de nematodos superior a los

20,000,000 por metro cuadrado. Pero es cas imposible dar un estimado exacto de la
poblacion tota en @ suelo (Sasser y Jenkins 1960).

13



Solos, o0 asociados con otros patdgenos, los nematodos fitoparasitos pueden ser muy
destructores. Las especies de los géneros Meloidogyne, Heterodera, Globodera y
Pratylenchus dafian los cultivos en muchas partes de mundo, afectando varios cientos
de expecies de plantas econdmicamente importantes. Radopholus similis, llamado
comunmente “nematodo barrenador”, tiene drededor de 950 especies vegetales como
hospederos (incluyendo banana, citricos, cafia azucarera, cafeto y maiz); a actuar solo
produce la muerte progresiva de los citricos y la enfermedad llamada “puntas negras’
(“black head toppling”) en bananos. Acentla € desarrollo de la marchitez o
enfermedad de Panamd, provocada por Fusarium oxysporum var. cubense. La
produccion de bananos puede disminuir de 73 t/ha a 30 t/ha por afio; en naranjos y
pomeos la produccion se puede reducir en 70 a 80%. R. similis es también la causa
ded “amaillamiento” dd pimentero (Piper nigrum) de la Ida de Bangka (Indonesia),
que redujo & nimero de &boles en un periodo gproximado de 20 afios de 22 millones
a 2 millones (1 millon de a&boles por afio). Las extensas lesones y cavidades que este
nematodo provoca en raices y cormos conduce a interacciones complgas con
Fusarium, Sclerotium y otras epecies de la microflora de suelo (Williams y Bridge
1985).

Los nematodos fitopatdgenos de las raices interfieren en la absorcion de agua,
nutrientes, tradocacion de minerdes y d soporte fisico de las plantas. Por 1o que
intervienen en @ baance nutricional de las plantas, 10 que puede resultar en varios
sintomas de deficiencia de acuerdo a las caracteristicas quimicas y fidcas dd sueo,
disponibilidad de nutrientes, la pate de la planta involucrada, la especie dd
hospedante y € nematodo mismo (Jenkinsy Taylor 1967)

En banano y pldano, un total de 19 géneros de nematodos han sido asociados con
dafios a su sstema radicd y d cormo, dentro de los cudes los cinco méas importantes
son:  Radopholus similis, Pratylenchus coffeae, Heliocotylenchus multicinctus,
Meloidogyne spp. y Rotylenchus reniformis. Dentro de estos Radopholus smilises €
de mayor importancia econdmica en la produccion de pldano. En razon de que los
rendimientos de las plantaciones por lo genera comienzan a declinar a partir de la
segunda generacion, por la destruccion del sstema radical, causado por € nematodo
(Rodriguez et al 1985). En estudios redizados por Romén (1978) se informa que R.

smilis es € organismo causd de la enfermedad conocida como “cabeza negra’. Es
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una enfermedad que se caracteriza por € ennegrecimiento y deterioro de las raices y
del cormo, lo cua face que la planta pierda anclge y se vuelque totamente. Hutton et
al (1980) reportan que en Jamaica las perdidas por € ataque dd nematodo son
drededor de un 30%, por lo que consdera un factor limitante para € crecimiento,
vigor, estabilidad, produccion y longevidad del cultivo del platano.

Araya (2003) sefida que lo comin es encontrar comunidades poliespecificas,
compuestas por los endoparésitos migratorios Radopholus similis y Pratylenchus
coffeae, @ ecto-endoparasito Helicotylenchus multicinctus o H. dyhisteria, y d
endoparésito sedentario Meloidogyne incognita o M. javanica. Se establece que la
importancia econdmica es en orden decreciente como sSgue R dmilis >
Helicotylenchus spp. > Meloidogyne spp. > Pratylenchus spp. Por otra parte,
Radopholus similis es en la mayoria de los paises € més abundante, congtituyendo
mas dd 70% de la poblacion de nematodos en las raices. Altas poblaciones de R
similis se encuentran en todos los meses del afio y zonas productoras de cada pais. Los
cuatro géneros penetran, se desarrollan y completan su ciclo de vida dentro de las

raices dd platano y banano.

El dafio que causan los nematodos se locdiza en las raices y € cormo. Estos penetran
las raices especidmente cerca de la cdiptra, pero cudquier parte puede ser invadida
Nematodos adultos y juveniles ocupan una podcion intercdular en € parénquima y
emigran a través de las cdulas corticales causando lesiones. Las lesones son rojizes
a principio, luego se tornan cafés 0 negras. En dtas infecciones las cavidades pueden
extenderse hasta d cilindro vascular de la raiz. En plantaciones infectadas con
deficiente control, las perdidas en rendimiento llegan hasta un 30 — 50%. Las plantas
infectadas tienen un anclge muy pobre resultado del deterioro del sstema radicd. La
habilidad para absorber agua y nutrientes se reduce, lo que conlleva a la perdida de
peso en los racimos, la duracion de los ciclos entre cosechas se dagan y la

longevidad de la unidad de produccion se reduce.

Todos los estados fenoldgicos de los cultivares comercides de pl&ano y banano son
susceptibles a los cuatro géneros de nematodo, pero en condiciones tropicaes, R
smilis es € més frecuente y més abundante en cuaquier estado de la planta. Aun los

hijos muy pequefios de tan ®lo 10 cm de dtura pueden ser infectados en sus raices y
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en € caso de R dmilis es comun encontrarlo en los cormos. Por tanto, se sugiere que
la infeccion por R. similis ocurre tanto de nematodos procedentes del cormo que pasa
de la planta madre a las yemas, y de nematodos procedentes del suelo. A la fecha no

se dispone de materiales de Musa con resistencia para uso comercid.

Sarah et al (1996) indica que R. similis es un nematodo endoparasito migratorio que
completa su ciclo de vida en 20-25 dias en los tgidos de la raiz y d cormo. Las
hembras juveniles y adultas tienen formas moviles que pueden dgar la raiz en caso de
condiciones adversaes. Los edadios larvdes en d sudo pueden féaciimente invadir
raices sanas. La penetracion de los nematodos ocurre de preferencia cerca del dpice
radica, pero R. similis puede invadir cuaquier porcion de la raiz (Rosero 1987). Al
migrar inter- e intracdlularmente, se dimenta dd citoplasma y céulas dd parénquima
cortical, causando la destruccion de estos tgjidos, 1o que limita la asorcion de agua y
nutrientes lo cud resulta en la reduccion de desarrollo y crecimiento de la planta,
ademas, pédidas en @ peso dd racimo e incremento significativo en @ periodo entre
dos cosechas sucesvas. Mas aln, esta destruccion de las raices resulta en una
tendencia de la planta a desraizarse 0 volcarse, sobretodo durante vientos y lluvias
fuertes, 1o que causa severas perdidas econdmicas (Gowen y Quénéhervé 1990;
Fogain y Gowen 1997; Pocasangre et al 2000; Pocasangre 2002).

2.3. Dinamicas poblacionales de nematodos par asitos en platano

Figueroa (1998) estudid cuatro géneros de nematodos parésitos de platano en la zona
de Matina (Limén-Costa Rica): Pratylenchus, Meloidogyne, Helicotylenchus y
Radopholus, mostrando la prevdencia de este Ultimo, cuya poblacion en 100 gramos
de muestra de raiz fresca se incrementé € primer afio de 12.167 a 20.421 individuos

en dos afnos.

En tanto que Rosero (1987) sefida que cuando los dos géneros de nematodos,
Radopholus y Pratylenchus parastan en conjunto € pldano, inducen dafios
devastadores en € dSstema radicad y provocando d volcamiento de las plantas.
Ademas, Fraga (1978) sefida que cuando las poblaciones de Radopholus y
Pratylenchus actlan barrenando las raices de banano y pléano, disminuye la
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poblacion  de Meloidogyne, mientras que las especies de Helicotylenchus se

mantienen estables en presencia de esos géneros de nematodos.

2.4. Control Biolégico

Hanson y Hilje (1993) definen @ control bioldgico como la regulacion de la poblacion
de un organismo por medio de otro, y parte dd principio de que en la naturaleza todo
organigmo tiene uno 0 mas antagonitas que lo diminan o compiten con d. El
antagonismo microbia es una importante fuerza contra las enfermedades ya que una
supresion generd de los organismos causantes de enfermedades es proporcionada por
la flora nativa dd sudo. Los nematodos fitoparasitos coexisten en la rizosfera con
muchos otros organismos de los cudes se han aidado e identificado muchos enemigos
natrdes de los nematodos y dgun grado de control bioldgico natural ocurren en los

agroecos stemas.

Williams y Bridge (1985) mencionan que las medidas de control de nematodos
fitopatdgenos més importantes, a pate de las ingpecciones preventivas y
cuarentenarias, son: @ tratamiento térmico calor seco y vepor de agua d sudo; €
tratamiento con agua cdiente para bulbos flordes, estolones, tubérculos, rizomas,
edacas y cormos de las musacess, € tratamiento quimico, con varios nematicidas
fumigantes de amplio espectro, los cudes s usan intensamente; rotacion culturd,
usando plantas no hospederas 0 cultivares resstentes, cuando Sse  encuentran
disponibles; métodos biolégicos usando como agentes varios microorganismos, 'y
programas de control integrado, combinando agunas o todas las opciones

mencionadas.

Fraga (1978) sefida que en € suelo viven habitualmente hongos, bacterias, protozoos,
esporozoarios, oligoquetos, é&caros, colémbolos y nematodos (Dorylaimoidea,
Mermithoidea, Mononchidae, Tripylidae, Aphelenchoididae etc.) que son
depredadores 0 parésitos de nematodos y que actlan normamente en & suelo. La
roturacion excesiva dd sudo y los tratamientos quimicos del sudo destruyen estas

poblaciones de agentes biocontroladores.
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La primera evidencia ddl control biolégico de nematodos se presentd cuando se aplicd
formadehido a sudo para controlar enfermedades de raices. Se vio un aumento
dramdtico dd nematodo dd quiste de ceredes, Heterodera avenae, debido a la
supresion por @ formadehido de hongos que limitaban a nematodo. Desde entonces,
los conocimientos con relacion d uso de enemigos naturdes en € control de
fitonematodos se basaron principdmente en observaciones en vez de estudios
cientificos. Por eso, € control bioldgico de fitonematodos es un campo abierto a la

investigacion y potenciamente daria resultados de gran valor préctico.

Sarah (1998) sefida que los nematodos parastos de las plantas tienen muchos
enemigos naturaes en € sudlo y desde hace tiempo se ha estado dirigiendo estudios
sobre posibles controles biolégicos. Los primeros antagonistas consderados fueron
los hongos tramperos (Arthrobotrys, Dactyllela, Dactylaria, etc...). Sn embargo, eran
muy dificles de producir en masa y, ademés, su dficiencia edaba ligada a
caracterigticas de sudo muy edrictas (pH, materia organica, microflora y micro fauna
dd sudo..). Los diversos esfuerzos indudriaes intentados no fueron exitosos.
Muchos de los programas de investigacion actuaes conciernen a la bacteria Pasteuria
penetrans. Sin embargo, las relaciones entre cepas de bacterias y especies de
nematodos e incluso biotipos parecian ser dtamente especificas. En consecuencia, no
es probable que s presente una solucion aplicable en los afios venideros.
Recientemente se  desarrolld la formula indudtrid de un hongo parasitico,
Paecilomyces lilacinus, que paasta huevos, nematodos jovenes y adultos, y
gparentemente estan obteniendo resultados prometedores en Filipinas.

Gonzdez y Fernandez (2003), sugieren que d metodo bioldgico con d incremento de
antagonistas taes como hongos micorrizicos, nemat6fagos y endofiticos nativos o
introducidos, bacterias y otros depredadores naturales en combinacion con
fertilizantes organicos (compost, humus, vermicompost) representan una dternativa
muy gorecidble para la obtencion de un pldano y/o banano ambientamente
“amisoso’.

En & control biolégico es bien conocido que la dinamica poblaciona tanto de plagas
como de agentes de biocontrol y su respuesta a las variables medio ambientales es

esencia (Frison, 1998). Por otra parte, Kashaija, Fogain y Speijer (1998) sefidan que
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los abonos organicos contribuyen a reducir la poblacion de nematodos indirectamente
ad incrementar los agentes biologicos de control. As también, la incorporacion de
plantas con accion nemdicida (Thitonia diversiflora, Azadirachta indica,
Chromoleana odorata) en € suelo a razon de 30 t/ha, esta bgo investigacion para su
posible control de R. similis. Es bien conocido que hongos antagonistas:  Arthrobotrys
spp. ¥ Paecelomyces pilacinus y la rhizobacteria (Pseudomonas spp.) son potencia
agentes de control de nematodos. Taes microorganismos neceSitan ser estudiados

bajo varios agrosi stemas para contribuir ala reduccion ddl dafio de los nematodos.

Cazorla (2003) puntudiza que, para exhibir efectos supresvos sobre una enfermedad
en una planta, un agente de biocontrol necesta distribuirse por toda la raiz,
multiplicarse 'y sobrevivir durante varias semanas en  competicion  con  otros
microorganismos procedentes de la microbiota indigena Ademés de la microbiota
indigena, otros factores pueden influir en la colonizacion de la raiz i) las
caracteridicas dd  antagonista introducido, como las propiedades de su supeficie
ceular, produccion de sderéforos o antibidticos, pilis, flageos o quimiotaxis por los
exudados radiculares, ii) la especie, cultivar y fase dd crecimiento de la planta
hospedadora; y iii) las caracteridticas fiscas y quimicas de sudo, como humedad,
temperatura, pH, texturadel suelo y nutrientes mineraes.

2.5. Hongos endofiticos

Son hongos que colonizan los tgidos u Organos internos de una planta Sn causar
ningin tipo de sintomas. Cuando la colonizacion de los teidos le confiere una
proteccion a la planta hospedera contra € atagque de agentes bidticos y abidticos se
denominan hongos endofiticos mutuaistas (Carroll 1990; Latch 1993).

La mayoria de hongos endofiticos son ascomicetos y estén presentes en gran parte de
su ciclo de vida dentro dd tgido de la planta Estos pueden brindar dos tipos de
beneficios a las plantas  pueden dterar la fisologia de las plantas llevandolas a
aumentar su crecimiento y pueden ademas incrementar la resstencia d estrés causado
por factores abiéticos (Pocasangre et al 2000; Pocasangre 2001).
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Recientemente, ¢ a dado més atencion a uso de hongos endofiticos como agentes de
control biol6gico en nematodos fitoparastos en otros cultivos (Hdlmann y Skora
1994,1996). Pocasangre (2000), sugiere que, € potencia antagonista de los hongos
endofiticos puede ser mangado en combinacion con otras técnicas ded Mango
Integrado de Plagas (MIP), para @ control biologico de enfermedades dd suelo asi

como nematodos fitoparasitos en los sistemas de produccion agricola

Los hongos que ocasionan sintomas vishles en una planta enferma son identificados
como un patégeno, a pesar que estos hongos penetran € tgido del hospedero y
exigen endofiticamente. Por lo cud, es necesario diferenciar que los hongos
endofiticos son los que causan infecciones gparentemente asintomaticas. Los hongos
endofiticos son mutudistas d: no causan sintomas de enfermedad en la planta
hospedera, son transmitidos  a través de la semilla, es ampliamente disperso a través
de los tgidos de hospedero, producen metabolitos secundarios como antibiosis o de
naturdezatoxica (Clay et al 1988).

Pocasangre (2003), menciona que, recientes investigaciones sobre poblaciones de
hongos endofiticos presentes en tgidos internos de raices de pladano y banano
demuestran que d 10% de los hongos endofiticos colectados presentan una ata
actividad antagonista sobre @ nematodo barrenador Radopholus similis. Reducciones
de hasta 90% en la poblacion find de R smilis en d Ssema radicd de plantas
protegidas con hongos endofiticos han sdo reportadas. Adicionamente d biocontrol
de nematodos, plantas protegidas con estos hongos han presentado un incremento en
el peso radicd y foliar, en comparacion con plantas no protegidas. Etos hongos
endofiticos tienen la capacidad de crecer en medios atificides de crecimiento
produciendo una dta canitidad de indculo disponible para inocular y recolonizar

tgidos y Organos internos de las raices de las plantas.

El uso potencia de estos aidados endofiticos en sisemas de produccion comercia de
pldano y banano, puede redizarse en cuatro edtrategias de mango de fitonematodos.
1) El megoramiento bioldgico de vitroplantas, que consste en la proteccion temprana
de estas con hongos endofiticos efectivos, con € objeto de reducir d menos las
primeras gplicaciones de nematicidas d momento de la sembra, 2) La renovacion

anua de plantaciones usando materid de siembra protegidos con hongos endofiticos.
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Mediante esta practica no solamente se plantaria material de sembra protegido, sino
gue también se romperia @ ciclo reproductivo del nematodo con la renovacion anud,
3) Siembras anudes con dtas densdades de sembra con materid protegido, que
también permitiria romper @ ciclo reproductivo dd nematodo y aumentar los
rendimientos por hectérea, 4) Proteccion de microcormos de 100 — 200 g de peso en
bolsas plésticas, |0 cua permitiria desarrollar una planta protegida antes de la sembra

definitivaen d campo.

Edtas cuatro estrategias de mango de nematodos se basan en la proteccidon temprana
dd materid de dembra con biocontroladores de nematodos, lo cud tiene una
gplicacion practica inmediata, debido a que la mayoria de las plantaciones de banano
son sembradas con vitroplantas que es d materid idoneo para redizar la proteccion
temprana. Egtudios tendientes a conocer la eficacia y durabilidad del biocontrol en
condiciones de campo tienen que s redizados antes de emprender escalonados

comerciaes de estos hiocontroladores.

Niere, et al (1998) mencionan que, hongos endofiticos ¢ a creido son potencia mente
efectivos agentes de control biolégico para € mango de nematodos parésitos de las
plantas. Muchos hongos se han descrito asociados con lesiones de nematodos en las
raices de los bananos que en su mayor pate incrementan la severidad de la
enfermedad. No obstante, se ha visto adgunos hongos que colonizan los tgidos de las
raices de los bananos son inhibidores de endoparasitos migratorios. Hongos de raices
sanas han ddo adados y probados previamente su habilidad controladora de

nematodos anive in vitro usando cultivos filtrados.

2.5.1. Actividad antagonista de los hongos endofiticos

Skora (1992) define  termino “antagonistd’ como un conjunto de microorganismos,
gue actlan como parésitos, predadores, competidores que repelen, inhiben 0 matan a
los nematodos parasitos de las plantas, insectos y hongos. El mas exitoso antagonista
usado para € control biolégico de nematodos fitopardsitos es  rhizobacterias
promotoras de sanidad de las plantas, hongos predadores o atrapadores de huevos de
pardsitos, hongos endomycorrhizas y hongos endofiticos. Similarmente € control

biolégico de las enfermedades del suelo, naturdmente ocurre por antagonistas como

21



rhizobacterias, raza de Fusarium oxysporum no patogénico y hongos endofiticos que
han sdo bien documentados. A continuacion una corta descripcion de las mas
importantes actividades antagonistas de |os hongos endofiticos.

Organismos con efectos antagonistas sobre los fitonematodos estan presentes en
agunos grupos. Bacterias, hongos, protozoarios, nematodos, andidos y artropodos.

Ellos son parte de lafloray fauna natura y abundan en muchos suelos.

Rivera (1999) sefida que, los mecanismos de interaccion antagbnica establecidos
entre los microorganismos patdgencs y los antagonistas en la planta, pueden ser:

antibios's, competencia, parasitismo o depredacion.

25.1.1. Parasitismo

Cuando una especie, llamada parasito, se beneficia 'y la otra “d huésped” se perjudica,
la relacion se denomina parastismo. Los parasitos pueden ser bacterias, hongos,
anmdes o0 vegetdes, que s dimentan de sustancias producidas por @ huésped. El
término paradtismo se refiere d hecho de que un microorganismo parasita a otro, en
ede can a un patdgeno de plantas. El paradtismo consste en la utilizacion dd
patdgeno como dimento por su antagonista. Los gemplos més conocidos de hongos
hiperparésitos son Trichoderma y Gliocladium (Carbalo 2002). Rivera (1999), indica
que, ¢ ha edtudiado @ parasitismo de agunos hongos sobre sus congéneres, en
interacciones hiperparasiticas sobre fitopatdgenos. En este tipo de interaccion dlos
atacan hifas, edtructuras y estructuras de sobrevivencia Entre los hiperparasitos estén
Verticillium chlamydosporium y Nematophthora gynophyla sobre nematodos.
También se conoce d €efecto ke ciertas bacterias como Pasteuria o Bacillus penetrans

en Meloidogyne sp. y ciertos virus sobre bacterias (bacteriofagos) y nematodos.

25.1.2. Antibiosis
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Antibioss es € antagonismo  que resulta cuando un microorganismo  produce
metabolitos secundarios que son tdxicos para otro microorganismo 0 que inhiben las
actividades cdulares vitdes. Es un fendmeno muy comun, responsable de la actividad
biocontroladora de muchos organismos taes como Pseudomonas spp, Bacillus spp,
Fusarium spp, o Trichoderma spp, que han sdo desarrolladas como agentes de
control biologico de patdgenos. Una variedad de diferentes metabolitos como
antibidticos, bacteriocinas, enzimas y compuestos voldiiles se han descrito y estan
involucrados en la supresion de diferentes patégenos (Carbalo 2002). Rivera (1999),
menciona que antibioss es una interaccion establecida entre dos organismos en la
cud una o més metabolitos producida por uno de los organismos involucrados tiene
efecto detrimente sobre @ otro. La forma més frecuente de afectar es inhibir €
crecimiento o la germinacion, ademés de adgunas reacciones toxicas en d interior de
lacdula

2.5.2. Induccién deresistencia

La induccion de redgencia esa definida como la resgencia intendficada o
fortaecida en una planta con respecto a patdgenos como resultado de un tratamiento
previo con un patdgeno, un patdgeno aenuado o un producto quimico que, como ta
no es un pedicida La manifestacion de la resstencia inducida puede ser locdizada o
sgémica (Alves 1993; Dantas et al 1993). Es locdizada cuando la respuesta de la
planta se da en € stio donde se golica d tratamiento inductor y, sistémica cuando la
respuesta es efectiva en todas 0 en agunas partes de la planta, diferente d stio de
induccién (Deverdl y Dan 1995; Riverosy Leopivre 1998).

La induccion de resgencia se presenta cuando s somete d materid vegetd a
tratamiento con compuestos quimicos naturdes o dntéicos. Eda resgencia se
manifiesta primero locamente en las proximidades del punto de necrosis causado por
la infeccion de patdgeno, o @ contacto con & compuesto quimico, se llama
resstencia loca adquirida, luego se extiende a las demas zonas de la planta, se
denomina resstencia sstémica adquirida o induccién de resgencia sstémica (Moore
et al 1999). El mismo autor sefida que, adiciondmente, las plantas pueden adquirir
resgtencia frente a una amplia gama de agentes patégencs, tades como virus, bacterias
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y hongos en respuesta a una determinada infeccion o a la concentracion que se

presente del patdgeno.

Los hongos endofiticos contribuyen a inducir cambios en la fisologia de las plantas
(induccidn de resgencia), en su morfologia y funcion. La infeccion por estos hongos
edimula la produccién de exudados de la raiz. Estos exudados pueden producir
efectos aelopaticos en competicion bgo condiciones de estrés bidtico y la queatacion
de iones metdes afectando asi € secuestro y disponibilidad de estos (estrés abidtico).
Edta fase de respuesta simbidtica requiere de mayor investigacion en todo tipo de
asociaciones posibles respecto a la sudtitucion y transformacion de modificacion en la
produccion de ergo-adcaoides (Mdinowski et al 2000).

Williams y Bridge (1985) mencionan la forma tradiciond de incorporar resstencia a
las plantas, d decir que, muchas plantas cultivadas que son particularmente dafiadas
por una determinada especie de nematodos, tienen agunos fenotipos que presentan
resstencia, 0 agunos de sus ancestros slvestres la poseen. EStos se pueden cruzar con
los cultivares susceptibles para incorporar resstencia. Es importante € conocimiento
detadlado de los rangos de hospederos y de los cultivares resstentes disponibles, ya
gue agunos nematodos tienen un rango muy amplio de hospederos y ademés, pueden
encontrarse més de una especie en & mismo terreno.

2.6. Suelos supresivos

Cazorla (2003) sefida que, durante la década de los 60, comenzaron a andizarse las
propiedades de digtintos suelos que suprimian determinadas enfermedades en plantas
(sudlos supresivos). La consecuente reduccion de los sintomas de éstas enfermedades
era debida, entre otras causas, a la presencia de microorganismos con caracteristicas

particulares.

Varios patdgenos que habitan en € suelo, como Fusarium oxysporum (causante de los
marchitamientos vasculares), Phytophthora cinnamomi (que causa las pudriciones de
laraiz de muchos aboles frutaes y forestaes), Pyhtium sp. (ocasiona @ ahogamiento
de las plantulas) y Heterodera avenae (6 nematodo enquistado de la avend), se

desarrollan bien y causan enfermedades severas en algunos suelos, conocidos como
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suelos propicios, pero e desarrollan mucho menos y causan enfermedades mucho
més moderadas en otros suelos, conocidos como suel0s supr esivos 0 supresores. Los
mecanismos por medio de los cudes los sudos inhiben @ desarrollo de los diferentes
patbgenos no Sempre son claros, pero pueden involucrar factores hidticos y/o
abidticos e incluso variar de acuerdo d patdgeno. En la mayoria de los casos gracias
ada presencia, en esos suglos, de uno O varios microorganismos antagonicos d
patégeno. Dichos antagonistas, gracias a los antibidticos que producen, por
competencia por € dimento 0 d parastar directamente ad patdgeno, evitan que este
Ultimo acance poblaciones suficientemente dtas para causar enfermedades severas
(Agrios 1998).

Suelos supresivos son aguelos en los que @ padgeno no puede establecerse o
persdtir; 0 en los que existe @ patdgeno, pero la cantidad de enfermedad que se
desxrolla es inferior a la que corresponderia por la cantidad de indculo y
favorabilidad del ambiente. Esta propiedad de los sudos fue mencionada por primera
vez por Atkinson hace més de un sglo en reacion con la Fusaiods Vascular de
Algodonero (F. o. vasinfectum), y ha sdo descrita extensamente en la literatura de
Fitopatologia contra enfermedades producidas por hongos (F.  oxysporum;
Phytophthora cinnamoni; Pythium spp. Rhizoctonia solani, etc.) como por nematodos
(Heterodera avenae, H. glycines y Meloidogyne spp.). Aunque la supresién sobre tna
determinada enfermedad puede ser de tipo generdizado, y edtar relacionada con €
nivel genera de actividad microbiana en € sudo durante una(s) fase(s) critica de la
patogéness (como la germinacion de los propagulos, crecimiento rizosférico, etc.) e
aspecto que més ha araido la atencion de los estudiosos es la naturdeza en ciertos
casos especificos de la supresividad, sobre determinados fitopatdgenos. Ejemplos de
ellos son la supresvidad gercida sobre: @ Fusarium oxysporum por poblaciones no
patogénicas de F. oxysporum y Pseudomonas fluorescens, b) H. Avenae por las
actividades de Nematophthora gynophila y Verticillium clamydosporium; o ¢) R
solani por Trichoderma hamatum. (Rodriguez-Kabanay Calvet, 1994).

Se ha observado que numerosa clase de microorganismos antagonicos prospera en los

suelos supresivos, También se ha observado con mas frecuencia que la supresion del

patégeno como de la enfermedad se debe a hongos como Trichoderma, Penicillium y
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Soorodesmium o0 bien a bacterias del género Pseudomonas, bacillus, etc. (Agrios
1998).

La supresvidad a las enfermedades, supresvidad naturd esta asociada con la
actividad microbiologia dd suelo. Investigaciones recientes indican que la antibioss
(produccién de antibidticos por un organismo de biocontrol) juega un importante
papel en lareduccion de laenfermedad en |os suelos supresivos (Carballo 2002).

El fendmeno de supresividad del sudo se debe a la presencia de microorganismos
antagonicos, se puede demostrar a pasteurizar suelo a 60 °C durante 30 minutos, 1o
cud eiminapor completo dicho efecto (Agrios 1998).

La exisencia de suelos supresvos d nematodo barrenador ha sido observada en
cietos sudos de Centroaméica. Estudios microbiologicos de estos suelos han
demostrado que la actividad microbiologica en los sudlos supresivos es superior a la
de los suelos no supresivos. Esta microflora de los suelos probablemente es una de
las razones de la supresvidad que presentan estos sudos. Asmismo, la actividad
bioldgica de estos sudos ha sido relacionada con € tipo de explotacion de las fincas
bananeras, intensivo, semicomerciad y organico, asi como de la edad de la plantacion
(Pocasangre 2002).
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3. MATERIALESY METODOS

3.1. Localizaciéon geogr afica del estudio

La presente invedigacion se llevd acabo en los laboratorios de Nematologia e
invernaderos dd CATIE, ubicado en @ canton de Turridba en la provincia de
Cartago, Costa Rica, localizado a 9° 52" de latitud norte y 83° 38" de latitud oeste y a
una atura de 602 m.sn.m. Zona de vida segiin Holdridge es de Bosque muy himedo
tropical, con una precipitacion anual de 2065 mm, temperatura promedio de 21.6 °C,
87% de humedad relativay una radiacion promedio mensua de 17 kj M2 dia™ .

Ademés, la recoleccion de muestras s rediz0 en la Asociacion de Plataneros
“Margarita’ en la zona de Talamanca, locdizada a 9° 38 35" Ny 82° 54' 00" O, en
parcelas comercides de pldano, pertenecientes a los miembros de la Asociacion
Margarita de Sixaola, ubicada en la provincia de Limon, canton Taamanca en Costa
Rica La zona de vida es condderada como bosgue himedo tropica, con
temperaturas anuaes entre 24 — 30 °C, una precipitacion anua entre 2000 y 5000 mm,
evapotranspiracion potenciad promedio de 1200 — 1500 mm, € brillo solar promedio
anua es de 4 — 5 horas luz/dia, la humedad relativa promedio es de 87% y dtitud de
12 nsnm. Los sudos son auvides que se forman  a patir de coladas de lodo y
aduviones vigos que en términos taxondmicos corresponden a inceptisoles y  ultisoles;
las texturas que se presentan son: francos, franco-arcillosos, franco-ardllo-limosos, d
relieve es plano-concavo (0 — 5% pendiente); & drenge es regular. La fertilided

gparente es mediay los suel os presentan una profundidad efectiva de 1.85 m.
El estudio serealizd en tresfases:
1. A nivd de campo: se efectuaron muestreos periodicos de raices y suelo para

determinar la dindmica poblaciond del “nematodo barrenador” en d tiempo y
en la zona de Margarita- Sixaola.
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2. A nivd in vitro: se identificaron los hongos endofiticos aidados. Estudios de

actividad antagonistaantibiossy parasitismo anivel in vitro.

3. A nivel de invernadero: se estudio la actividad antagonista a nivel in vivo de

hongos endofiticos promisorios contra € “nematodo barrenador” R. similis.
3.2. Dinamica poblacional de Radopholus similis
El estudio se redizo en tres fincas que presentaron un gradiente de supresividad d
“nematodo barrenador” R. similis claramente establecido, en andiss de muestras

anteriores redlizadas por CORBANA, las cuales se describen enlaTabla 1.

Tabla 1 Informacion generd de los sudos de tres fincas con diferentes gradientes de
supresividad aR. similis

Numero de
o , : Cultivar Categoriade  R.similispor
Propietariodefinca  Localidad smbrado supresividad 100 gramos
deraices
Victor Mayorga Sixaola Curraré Supresvo 0
Mardoqueo Benavides Sixaola Curraré Moderadamente 6,800
upresivo
Pastor Rosales Sixaola Curraré No supresivo 40,000

Las tres fincas 2 encuentran en la zona de Sixaola-Tdamanca y utilizan la misma
tecnologia de produccidn: preparacion del terreno. subsolada y rastra de dientes,
sembra de cormos brotados convencionales (rebrotes), densidades entre 2000 y 2500
plantas’ha, la variedad utilizada es “Curraré’, aplicacion de herbicida para € control
de mdezas o control manua, congdruccion y mantenimiento de drengjes, fertilizacion.
Para d control de Sigatoca negra y otras enfermedades se rediza € deshoje, despunte
y control quimico; para mango de poblacion de plantas @ deshije, control de picudo y
nematodos con insecticida-nematicida. Cosecha y mango de poscosecha embolse
encinte (CamaraNaciona de Productores de Pldtano-Aso Margarita 2001).

28



3.2.1. Determinacion dela supresividad de los suelos medianteel método directo

Para determinar la supresividad de los sudlos en estudio por € método directo se
utilizd @ egtudio de la dinamica de poblaciones de los fitonematodos en € Sstema
radica en cuatro muestreos consecutivo con intervalos de dos meses. Las fechas de
los muestreos fueron 05 de febrero del 2003, 02 de abril dd 2003, 03 de junio de
2003 y 05 de agosto del 2003. Para esto se obtuvo una “muestra compuesta’ de raices
extraidas de diez plantas d pie dd “hijo de sucesdon”, digribuidos d azar en

plantaciones comercides de pldano (Musa sp. AAB) variedad “Curraré’.

Las raices se colectaron cavando un hoyo de 0.13 x 0.13 x 0.30 m, frente d hijo de
sucesidn, cuando de la planta madre aparece externamente la inflorescencia a find
de tdlo flord, la “bellota o chira’ que se abre paso por € centro de seudotdlo
(Cavoy Arayasf.).

Estas muestras fueron etiquetadas y llevadas a laboratorio, en donde las raices de
cada muedtra se lavaron con agua del grifo y se separaron raices funciondes y raices
no funcionaes (raices vivas y raices muertas respectivamente). Fueron procesadas por

el método de macerado en licuadora, 10 segundos a bga velocidad y 10 segundos a
dta velocidad; se tamizd en tres tipos de tamices, ubicados en orden de: 1.00 mm (r°
18), 0.15 mm (n° 100) y 0.043 mm (n° 325), se obtuvo una suspension de nematodos
de 200 ml, ¢ someti6 a agitacion para homogenizar y se tomaron 2 ml de la
suspensidn que se colocaron en un nematocimetro, donde se agregd una gota de “azul

de Mdtileno” (5 g/l de agua degtiladd) como colorante, luego e rediz6 @ conteo; este
método es d resultado de combinar la técnica usada por Taylor Loegering, con la de
Chrigie y Perry, utilizado en los laboratorios de Nematologia de la Corporacion
Bananera Naciond (CORBANA) Costa Rica y en Centroamérica (Araya 2003). Los
nematodos se clasficaron egtimando su poblacion en 100 gramos de raiz fresca. Asi
s obtuvo un promedio de los cuatro intervaos, y determind la dinamica de la
poblacion de nematodo en cadatipo de suelo.

29



3.2.1.1. Protocolo para la extraccion de nematodos del sistema radical de platano

Para la extraccion de nematodos se utilizd la metodologia de macerado y filtrado
utilizada en d Laboratorio de Nematologia de la Corporacion Bananera Nacional
(CORBANA SA.), que es una adaptacion a método Taylor y Loegering, utilizado en
Centroaméricay Costa Rica (Araya 1999).

Se sdleccionaron raices funcionales y se cortaron en secciones transversdes de 2 — 3
cm de longitud. Se tom6 d azar 100 g dd materid y se vertieron en una licuadora
comercid, se aforo a 200 ml con agua corriente y se licuaron a velocidad bga y dta,
ambas por 10 seg.  El contenido se tamiz6 en un juego de cribas 1.00 mm (n° 18),
0.15 mm (n° 100) y 0.043 mm (n° 325). Se efectud un lavedo para facilitar que los
nematodos fueran separados del tgido vegetd resultante con la ayuda de una pizeta

Los nematodos fueron colectados en cribas No. 325 y traspasados a recipientes
plésticos con capacidad volumétrica de 250 ml y se dmacenaron bgjo condiciones de
[aboratorio.

Para identificar y cuantificar la poblacion de nematodos se tomaron dicuotas de 2 mi
después de homogenizar la sugpension y se trandfirieron a micro camaras de conteo.

Se redizaron dos conteos de nematodos por dicuota un microscopio invertido
Wedman con un aumento de 40x. A partir de los nematodos cuantificados por
dicuota, se estimo la cantidad totd de neméodos por 100 g de raiz a través de una
extrgpolacion con  rdacion d  volumen totd. Asmismo, los nematodos se

identificaron hasta nivel género.

3.3. Méodo indirecto de supresividad

El méodo indirecto utilizado para medir € grado de supresvidad de los tres sudos
evduados supresivo, medianamente supresvo y no supresivo, condstio en diminar
los microorganismos presentes en los suglos mediante autoclavado de los los 3
suelos en estudio por una hora a 121 °C y 1.2 bar de presion. Estos suelos fueron
dejados por un periodo de 3 dias en agracion antes de ser utilizados en los ensayos
experimentaes. A continuacion se describen los 6 tratamientos utilizados, en la Tabla
2.
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Tabla 2. Descripcion de los tratamientos utilizados para determinar la supresividad
de los suelos mediante e método indirecto.

Tratamiento Descripcion
T1 Suelo supresivo autoclavado
T2 Suelo supresivo Sn autoclavar
T3 Suelo medianamente supresivo autoclavado
T4 Suelo medianamente supresivo sin autoclavar
T5 Suelo no supresivo autoclavado
T6 Suelo no supresivo Sin autoclavar

La unidad experimentd consstié en un recipiente plastico de 250 cnt de volumen
gue contenia 100 gramos de suelo. Dos dias después de establecido € experimento se
inocul6 cada unidad experimental con una suspenson de 500 nematodos conteniendo
diferentes estadios larvales de R. amilis y tres dias después de la inoculacion  se
redizaron las extracciones de los nematodos mediante € méodo de Bearmann
modificado.

3.3.1. Cultivo aséptico de Radopholus similis

La poblecion origind de R similis provenia de las plantaciones de plaano de la
Asociacion Margarita. La reproduccion y mantenimiento de los nematodos se redizo
en discos de zanahoria usando € protocolo descrito por Speljer y De Wade 1997.
Estos cultivos se dgaron aproximadamente seis semanas en una camara obscura, a
una temperatura de 27?C. Los nematodos méviles que se encontraban en la superficie
de los Petri (35mm) fueron colectados para su trandferencia a nuevos discos de

zanahoria.
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3.4. Aidamiento de hongos endofiticos de suelos supresivos de Margarita-
Sixaola.

El adamiento de los hongos endofiticos se efectud a partir de raices sanas colectadas
en parceas de plantaciones de plaano en Margarita — Sixaola, en la finca de sudos
supresivos. Las raices se cortaron en secciones de 1 cm, se introdujeron y se agitaron
por 5 minutos en hipoclorito de sodio d 3% y se lavaron con agua esterilizada por 3
veces. Para remover € exceso de agua las secciones de las raices fueron colocadas
sobre papel todla edterilizado en autoclave. El tgido interno fue cortado en pequefios
pedazos de aproximadamente 1 a 1.5 cm de largo. Posteriormente, estos pedazos se
colocaron en medio de cultivo papa-dextrosa-agar d 10% (PDA 10%), conteniendo
150 ppm de estreptomicina y penicilina, y se incubaron a 25 °C en la oscuridad, y una
semana después, estos adados se trandfirieron sucesvamente a medio de cultivo
papa-dextrosaragar d 100% (PDA 100%) para su purificacion hagta su identificacion

y dasificacion.

3.5. Evaluacion de la actividad antagonista de hongos endofiticos a nivel in vitro

3.5.1. Pruebade parastismo

Los 15 hongos endofiticos sdeccionados fueron trandferidos a platos Petri
conteniendo PDA a 100%. Dependiendo de la rapidez del crecimiento micdid, se
dgaron crecer de 2 a 5 dias, hasta que dcanzaron un diametro de 4 cm
goroximadamerte. Cuando las colonias adquirieron € tamafio de 4 cm, se inocul6
una suspension de 100 neméatodos estériles contenidos en una dicuota de 0.25 ml de
agua estéil por plato Petri. El co-cultivo se incubd en condiciones de oscurided y a
una temperatura de 27?C. Este fue observado a las 24 horas después de la inoculacion
mediante un microscopio a una resolucion 10x. Asimismo, la accion parasitica de los
adados sobre R smilis fue ceptada mediante fotografias hechas mediante una
camara Olympus C35AD-2. Las variables evaluadas en esta prueba fueron nimero de
nematodos vivos, muertos e inméviles. El testigo consgié en inocular 0.25 ml de la

suspension de nematodos en platos Petri con PDA 100%.
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3.5.2. Pruebas de antibiosis

Cinco discos de PDA conteniendo micelio de los  hongos endofiticos fueron extraidos
de plato Petri, mediante un barreno de duminio de 5 mm de diametro. Estos fueron
transferidos en una solucidn liquida de Czapec Dox (CD) contenidos en Erlenmeyers
de 250 ml previamente edenilizados. Para evitar posibles problemas de foto-
senshilidad, los frascos fueron  forrados totdmente con  papd  duminio.
Posteriormente, se colocaron en una banda agitadora a una velocidad de 95 rpm
durante 15 dias. Para obtener la solucion de los metabolitos secundarios generados
por los hongos, @ contenido de los Erlenmeyers fue filtrado bao condiciones
edériles. Se efectuaron 2 filtrados. El primer filtrado se efectud a través de pape
Wattman nimero 5. Para la segunda filtracion, se recolectd @ primer filtrado con una
jeringa estéril, a la cud se le adaptd un filtro desechable marca Syringe de 0.22 ?my
se procedié a efectuar la segunda filtracion, depositando la solucion resultante en
vides de 100 ml previamente edtériles. La Figura 2 resume € protocolo utilizado

parala obtencion de los extractos crudos.

Dd extracto puro (100%) se efectuaron diluciones de 25, 50 y 75 por ciento. Estas
soluciones fueron amacenadas bgjo condiciones de oscuridad a 4 ? 2.5 ?C hasta su

utilizacion.

La efectividad de los extractos resultantes en cuanto a su capacidad nematicida fue
determinada mediante € co-cultivo de 100 nemétodos (contenidos en 0.25ml de agua)
con cada una de las distintas concentraciones (0.25; 0.50; 0.75y 1.0).

Se colocaron dicuotas de 2 ml de cada concentracién en cgas desechables, marca
Codar, de 6 celdas. De cada cga fueron utilizadas 4 celdas, de manera que cada una
contuviera una concentracion (25, 50, 75 y 100%). Inmediatamente después de la
inmersién de los nematodos en los extractos, se procedio a efectuar la primera lectura
de nematodos vivos y muertos mediante un microscopio invertido, marca Wilovert

con un aumento 40x. Posteriormente se efectuaron lecturas alas 8, 16 y 24 horas.
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Cultivo del hongo por Extraccion de discos Beaker con 200 ml de

2 semanas de PDA (g=5mm) Czapec Dox
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Figura 2. Meodologia utilizada para obtener los extractos crudos de los hongos
endofiticos

3.6. Evaluacién de la actividad antagonista de aidados endofiticos promisorios a

nivel de invernadero

En edta fase ¢ edtudié 4 aidados de hongos endofiticos promisorios de los géneros
Tichoderma y Fusarium, de meor comportamiento en las pruebas in vitro de
paraditismo y antibios's, recolectados en la finca de sudo supresvo a R. similis, en 8
tratamientos y 8 repeticiones, con rebrotes de microcormos de plaano (Musa sp.
AAB) variedad “Curraré’(Coto et al; Marcdino y Gonzaez; y Rojas y vargas 2002) y
vitroplantas de banano (Musa sp. AAA) variedad “ Gran Enano”.

Los tratamientos consistieron en probar 4 aidados de hongos endofiticos promisorios:
S2 Trichoderma, S7 Fusarium, S9 Fusarium y S10 Trichoderma, mas 500 nematodos
R. similis por tratamiento, asi también dos testigos “probados’ de Tichoderma (T12) y
Fusarium (T5), que tuvieron una destacada actividad antagonista sobre R. similis
(Zum Felde 2002), asi como un tratamiento testigo sin hongos endofiticos con 500 R.
smilis, y un tratamiento sn hongos endofiticos y sSn nematodos como testigo
absoluto.



3.6.1. Protocolo de evaluacion delareproducciéon deR. similisen la pruebain

Vivo
3.6.1.1. Preparacion dela suspensiéon de esporas

Los hongos endofiticos dite se dgaron crecer en PDA 100% durante una semana
Bgo condiciones asépticas, se procedié a remover las esporas con la aplicacion de 25
ml de agua esté&il. Se efectud un rayado mediante una espéaula de tres centimetros de
ancho y bordes redondeados, que facilitaron € raspado del micdio dd hongo. La
solucion resultante del rayado dd Petri fue filtrada por medio de una gasa y decantada
en un besker de 250 ml. Este proceso se llevo a cabo para obtener una solucion de
esporas. De cada solucion resultante se efectuaron conteos para medir la
concentracion de esporas mediante un hematocimetro de Neubauer. La suspension de
esporas fue gjustada a una concentracion de 1,5 x 10° esporasiml.

3.6.1.2. Inoculacion de rebrotes de microcormos y vitroplantas con hongos
endofiticos

El sgema radicd de plantas de pldano y banano fue inmerso en una suspension de
esporas a una concentracion de 1,5 x 10° esporas/ml contenida en un besker de 2000
ml de cepacidad. Los rebrotes de microcormos y las vitroplantas se degaron
sumergidas, agitandolas levemente, por un tiempo de cinco minutos. Inmediatamente,
se sembraron en una macetera, conteniendo  un litro de suelo himedo, previamente
estéril, compuesto por una mezcla de tierra y arena (rdlacion 1:1). Las plantas se
dgjaron por ocho semanas bgjo condiciones de invernadero, a una temperatura de 25 ?
2?C, con una frecuencia de riego diario. No se efectud ningin plan de fetilizacion

debido alanaturaleza dd estudio.

3.6.1.3. Inoculacion del material vegetativo con Radopholus similis

Cuando los nematodos fueron observados en colonias grandes en la superficie de
platos Petri y € perimetro de los discos de zanahoria, se removieron con agua
destilada y fueron decantados en Erlenmeyers con la ayuda de una pipeta. La

solucion obtenida dd lavado fue aforada a un volumen conocido y se procedid a
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determinar la concentracion de nematodos por ml.  La solucion fue gustada a una

suspension de 500 nematodos/ 6 ml de agua en un Erlenmeyer de 2000 ml.

A las dos semares de la inoculacion de esporas, en € sstema radica de los rebrotes
de cormos y de las vitroplantas, se efectlio una inoculacion con 500 nematodos por
planta La inoculacion se efectud con la aplicacion de 6 ml de la suspensgon mediante
una pipeta Ependorf caibrada. Estos se inocularon en tres agujeros hechos en la
crcunferencia dd &ea radica de la planta Para asegurar que la aplicacion de
nematodos fuera homogénea en cada planta, la suspenson fue agitada continuamente.
El protocolo del bioensayo es presentado en laFigura 3.

Plantas Cormo Endurecimiento de Inmersién en
Invitro vitroplantas en suspension de HE
— invernadero
g >

D

Siembra en suelc
Inocul acién de nematodos estéril

8 semanas
Evaluacion

Figura 3. Protocolo utilizado en @ bioensayo para determinar la actividad
antagonistade los hongos endofiticos sobre Radopholus similis. Diagramaredizado

por Carlos Cafizares.

36



3.6.1.4. Evaluacion del experimento

Antes de evduar las plantas, se midieron la dtura (cm) y diametro basd de
seudotalo, y d ndmero de hojas. Las plantas fueron tredadadas d laboratorio de
raices dd CATIE, donde fueron removidas de las macetas. Se procedio a un lavado
dd ssema radicd con un caudad de agua con poca preson paa evitar d

desprendimiento y pérdida de las raices finas.

Pogteriormente, las plantas se colocaron en papd todla para remover € exceso de
humedad. Las raices fueron cuantificadas y separadas dd seudotalo mediante un

bisturi, y se colocaron en recipientes plésticos debidamente rotulados.

Pogteriormente, & seudotdlo y las raices fueron separados y se  procedid
inmediatamente a pesarlos en una balanza anditica de 0,01 g de precison. Las raices
fueron amacenadas en agua, de manera que d tgido se mantuviera turgente para una

adecuada extraccion de nemétodos.

La morfologia de las raices fue andizada mediante € software WinRhizo®. Las
raices de cada pganta se colocaron lo mas extendidamente en bandgas de 10 x 30 cm,
donde fueron escaneadas para € andiss de las variables didmetro promedio (mm),
longitud tota (cm), &easuperficd (cn?) y longitud/ivolumen (cmv/m).

Para determinar la poblacion final de R similis en d Sstema radical totd de cada
planta, se utilizd la metodologia de macerado y filtrado utilizada en € laboratorio de
Nematologia de la Corporacion Bananera Naciond (CORBANA), descrita en €
acapite 2.5 dd articulo 1, con diferencia que @ volumen totd de raices fue procesado.
Los nemaodos se cuantificaron seglin su estadio: J1-J2, J3-J4 y adultos, en dicuotas
de 2 ml. La poblacién totd find se estimé a través de una extrgpolacion con relacion

a volumen tota de las raices procesadas.

37



3.7. Diseflo experimental

3.7.1. Actividad antagonista in vitro

Se edudiaron 15 aidados de hongos endofiticos, preseleccionados por su rgpido
crecimiento 'y abundante esporulacion, para los que s evduaa d potencid

antagonista contra € nematodo barrenador R. simillis.

Las variables a evd uadas fueron:
?? Paadtigmoy

?? Antibiosis (metabolitos secundarios).

El modelo estadistico conddira de un Andids de Vaianza paa un Disefio
I rrestrictamente Alegtorizado (DI A) con 4 repeticiones.

Yij =? + Tj + ?ij, donde:

Yij = variable aser medida;
? = mediagenerd,;
Tj = efecto de tratamiento (hongos endofiticos promisorios); y

?ij = error experimentd.

3.7.2. Actividad antagonistain vivo:

Para esta fase se obtuvieron 4 aidados de hongos endofiticos promisorios, de mejor
comportamiento en las pruebas de parasitismo y anitibiods, as estudiar su activided
antagonista sobre e nematodo barrenador R. similis.

Las variables a consderar en este estudio fueron:

?? Tasade reproduccion del nematodo barrenador R. similis.
?? NUmero de nematodos en 100 gramos de suelo.

?? Peso fresco delasraices.
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?? NUmero de raices por planta.
?? Alturadd seudotdlo.
?? Diametro dd seudotallo.

?? Peso fresco del seudotallo.

Disefio de tratamientos, un factorid 2 x 8 = 16 tratamientos, lo que corresponde a
rebrotes de microcormos de pléano y vitroplantas de banano; 8 repeticiones.

Se generaron | os siguientes tratamientos.

Descripcion delostratamientos: paracormos de plédano

Tratamiento 1 = H.E. aidado (Trichoderma) S2 + 500 nematodos.

Tratamiento 2 = H.E. aidado (Fusarium) S7 + 500 nematodos.

Tratamiento 3 = H.E. aidado (Fusarium) S9 + 500 nematodos.

Tratamiento 4 = H.E. aidado (Trichoderma) S10 + 500 nematodos.

Tratamiento 5 = H.E. aidado (Fusarium) T5 + 500 nematodos (Testigo probado)
Tratamiento 6 = H.E. aidado (Trichoderma) T 12 + 500 nematodos (Testigo probado)
Tratamiento 7 = sin hongos endofiticos + 500 nematodos (Testigo 0)

Tratamiento 8 = Sin hongos endofiticos y sin nematodos (T estigo absoluto).

Descripcion delostratamientos: para vitroplantas de banano.

Tratamiento 1 = H.E. aidado (Trichoderma) S2 + 500 nematodos.

Tratamiento 2 = H.E. aidado (Fusarium) S7 + 500 nematodos.

Tratamiento 3 = H.E. aidado (Fusarium) S9 + 500 nematodos.

Tratamiento 4 = H.E. aidado (Trichoderma) S10 + 500 nematodos.

Tratamiento 5 = H.E. aidado (Fusarium) T5 + 500 nematodos (Testigo probado)
Tratamiento 6 = H.E. aidado (Trichoderma) T 12 + 500 nematodos (Testigo probado)
Tratamiento 7 = sin hongos endofiticos + 500 nematodos (Testigo 0)

Tratamiento 8 = sin hongos endofiticos y sSin nematodos (T estigo absoluto).
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Se planted este disefio de tratamientos por bloques, en razén de facilitar € tomar los
datos en € tiempo.

Areafisica delainvestigacion: 35 n (veinticinco metros cuadrados).

El tamafio de la unidad experimental consistié en |la macetera pléstica de 650 cnt, con
un 2 x 8 x 8 = 128 unidades experimentales, distribuidas en un &rea de 35 nt.

Microcormos de platano Musa sp. AAB) y vitroplantas de banano (Musa sp. AAA)
de estado 1V 10-15 cm de dtura

3.7.3. Modelo estadistico

Yijk="? + Bk + B +Tj +(CT)ij + ?ij, donde:

Yijk = varidble aser evduada;

? = mediagened,;

By = efecto del bloque (repeticion);

P, = efecto de la procedencia de la planta (Vitroplantas y rebrotes de campo).
Tj = efecto de tratamiento (hongos endofiticos promisorios);

(PT);j = efecto delainteraccion procedenciay tratamientos; y

?ij = error experimentd.
3.7.4. Andlisis estadisticos

El disefio experimentd que se utilizd para todos los ensayos donde € ambiente no
pueda ser controlado, fueron Blogues Completamente Alegtorizados (DBCA). Todos
los daos fueron andizados mediante d andiss de la varianza (PROC GLM, SAS
para Windows), los conteos de los nematodos fueron transformados antes de redizar
e andiss edadigtico utilizando In (x + 1), o bien otro tipo de transformacidon, como
raiz cuadrada que normaice los datos. Los promedios fueron comparados mediante
una prueba de rango multiple de DUNCAN (P<0.05).

Para e méodo indirecto de supresvidad se efectud una prueba de t de students de

comparacion de medias de tratamientos.
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4 RESULTADOSY DISCUSION

4.1. Dindmica poblacional del nematodo barrenador Radopholus similis

Egda ampliamente documentado que son muchas las especies de fitonematodos
asociados d gdema radicd del banano. Sin embargo, las cuatro especies de
nematodos mas frecuentemente encontrados en la mayoria de plantaciones de banano
y pladano  son Radopholus similis, Pratylenchus coffeae, Helicotylenchus
multicinctus y Meloidogyne incognita. Adicionadmente a estos 4 géneros principaes
se han reportado en menor grado 43 otros géneros asociados a dstema radica de

musécess (Gowen y Queneherve, 1998).

Los resultados presentados en la Figura 4 demuestran que la composicion de la
poblacion de fitonematodos presentes en € sstema radical de plantas provenientes de
suelos supresvos, medianamente supresvos y no supresiveos fue bastante smilar. En
los tres suelos estudiados, R similis se encontré con mayor frecuencia. Sin embargo,
otras especies de fitonematodos fueron encontradas asociados d sSstema radicd de
pldano, sendo Pratylenchus coffeae, Helicotylenchus multicinctus, Meloidogyne
incognita los mas frecuentes. Resultados smilares fueron encontrados por Pocasangre
et a (2001) quienes encontraron que en plantaciones comercides de suelos
supresivos de Motagua, en Guatemaa, R. smilis fue la egpecie més frecuente, Sn
embargo, Pratylenchus coffeae, Helicotylenchus multicinctus y Meloidogyne

incognita fueron encontrados parasitando € sistemaradical de banano.

En la presente investigacion se determino la supresividad o no supresividad de los
sudos en forma directa mediante los estudios de densdades de fitonematodos
presentes en & sdema radicd de pldano en los tres sudos en estudio: supresivo,
medianamente supresvo y no supresvo. Estas denddades de nematodos  fueron
registradas en cuatro periodos consecutivos. Los resultados presentados en la Tabla 3
demuestran que exidieron diferencias dgnificativas en las densdades de nematodos
en d gdema radica entre plantas provenientes de sueglos  supresvos 'y sudos
medianamente supresvos y ho supresivos en  los cuatro periodos de muestreo. Sin
embargo, no se detectaron diferencias entre suelos medianamente supresivos y no

supresivos. En las cuatro  evauaciones efectuadas se encontr0 menor cantidad de
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fitonematodos en las raices de suelos supresvos en comparacion con  suelos
moderadamente suUpresvos 'y NnO  SUpresivos. Estos resultados demuestran la
consgencia del comportamiento supresvo a fitomenatodos que presentan estos
suelos de Sixaola durante un afio de evauacion. La estabilidad del efecto supresivo a
fitonematodos en banano ha sdo estudiada por varios afios por Pocasangre et al
(2001) y zum Felde (2002), quienes han encontrado que durante 5 afios de estudios
consecutivos los suelos supresivos dd Vdle dd Motagua en Guatemda han

mantenido su efecto supresivo afitonematodos.

Suelo Supresivo Suelo Medianamente Suelo No Supresivo
Supresivo
R. similis
P. coffeae
H. multicinctus
O M. incognita

Figura 4. Composicion de fitonematodos presentes en tres gradientes de sudo,
durante cuatro periodos de muestreo en plantaciones de pléano “ Curraré.

Con relacion d porcentgje de raices funciondes y raices no funciondes, s determind
en los cuatro muestreos que € mayor porcentgie de raices funcionales se encontré en

suelos supresvos en comparacion con raices provenientes de suelos medianamente
upresivos y no supresivos. El porcentgie de raices funciondes en suglos supresivos
varid de 71 a 91%, mientras que en suelos no supresivos oscil entre 47 y 55% (Tabla
3). Edtos resultados demuestran que la condicion de sdud dd sstema radicad fue
sugancidmente  superior en sudos  supresvos que en no  supresvos.  Este
meoramiento de la sanidad radica encontrado en sudos supresivos puede ser
explicado por dos teorias. La primera es debido a que @ dafio dd sistema radica en
plantas provenientes de suelos supresvos fue inferior porque la densdad de
nematodos presentes en d ssema radicd fue también  Sgnificativamente inferior que
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en plantas de sudos no supresivos. La segunda teoria estd relacionada a la mayor

diversdad de hongos endofiticos asociados d sSstema radicd en plantas de suelos

upresvos que no supresvos (Tabla 5) y poshlemente estos microorganismos

confieren una proteccion a las plantas contra & aague de nematodos y otros

patégenos ddl suelo.

Tabla 3. Composicién de fitonematodos encontrados entre gradientes de suelo, en

cuatro periodos de muestreo en plantaciones de plétano “Curraré’.

Periodode Gradientesdesuelo  Numerototal Raices Raices No
Muestreo Fitonematodos funcionales funcionales
Supresivo 1162 c 73% 27%
Primero  Medianamente 7425a 53% AT%
Supresvo
No supresvo 4500 b 47% 53%
Supresivo 338Db 71% 29%
Segundo  Medianamente 5325 a 56% 44%
Supresvo
No supresivo 5300 a 52% 48%
Supresvo 1112 b 86% 14%
Tercero  Medianamente 2113a 63% 37%
Supresvo
No supresivo 2292 a 62% 38%
Supresvo 430 b 91% 9%
Cuarto Medianamente 1691 a 65% 35%
Supresivo
No supresivo 1665 a 55% 45%

En cada vaiable las cifras seguidas de una misma letra no tienen diferencias
edtadidticas significativa (> 0.0001), aplicando |a prueba de Duncan.

4.2. M étodo indirecto de supresividad del suelo sobre Radopholus similis

En la presente investigacion se determind la supresividad o no supresivided a R

smilis de los tres sudos en estudio en forma indirecta La Tabla 4 y Figura 5

contienen los resultados de cuatro experimentos para medir la supresividad por €
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méodo indirecto. En generd, s pudo detectar diferencias dgnificativas en la
recuperacion de nematodos entre suelos supresivos y moderadamente y no supresivos
en los cuatro muestreos. Por gemplo, los suglos supresvos Sin edterilizar presentaron
menor cantidad de nematodos extraidos que suelos moderadamente supresivos y no
supresivos. La recuperacion de extraccion de R. smilis en sugos supresvos no
estériles varidé de 19 a 97 nematodos, mientras que, en suelos no supresivos de 43 a
194 nematodos. Por otro lado, en las cuatro pruebas redizadas no se encontro
diferencias dgnificativas entre sudos moderadamente supresvos y Nno  SUpresivos.
Estos resultados pueden explicarse debido a que la microbiota benéfica presente en
suelos supresivos puede ser la responsable de este biocontrol naturd que esta presente
en estos sudlos. Resultados smilares fueron encontrados por Pocasangre (2002),
quien encontrd6 que la extraccion de nemaodos en sugos supresivos  fue

Sgnificativamente inferior que en suelos No supresivos.

Por otra parte en suelos edterilizados tanto en suelos supresvos como No SUpresivos
la tasa de recuperacion de extraccion de R similis fue superior que en suelos no
edterilizados. Por gemplo, la cantidad de extraccion en sudos supresivos esterilizados
ocilo entre 40 y 126, mientras que en suglos no supresivos esterilizados esta cantidad
vario entre 55 y 216 R. similis. Esta mayor cantidad de nematodos extraida puede ser
explicado debido a que parte de la microbiota benéfica presente tanto en suelos
Upresvos como no supresivos es diminada mediante la eterilizacion, por 1o tanto €

efecto supresor se reduce sustancia mente.



Nematodos presentes

180

160 |

140

100

Suelo Estéril

Tratamiento
Supresivo ® Medianamente Supresivo ® No Supresivo

Suelo No Estéril

Figura 5. Extraccion de nematodos en sudo esterilizado y no esterilizado después de

tres dias de inoculado Radopholus similis. Las barras con una misma letra no tienen
diferencia estadigtica sgnificativa (> 0.0001), gplicado la prueba de Duncan.

Tabla 4. Extraccidn de nematodos en suelo esterilizado y no esterilizado después de

tres dias de inoculado 500 nematodos Radopholus similis por unidad experimental.

Localidad Tipo Suelo 1"Muestreo 2®°Muestreo 3*Muestreo 4"°M uestreo
Suelo esterilizado
Sxala- g ey 40 a 109 b 126 b 101 b
Margarita _
Shxeola- Medianamente 69 a 176 a 247 a 191 a
Margarita  supresivo
Sxaola- No supresivo 55 a 159 a 216 a 173 a
Margarita
Suelo no
_ esterilizado
Sxala- g edyg 19 b 75 b 97 b 77 b
Margarita
Sxaola- Medianamente
Margaita  supresivo 53 a 125 a 210 a 108 a
Sxaola- No supresivo 43 a 112 a 194 a 178 a
Margarita

En cada vaiade las cifras seguides de una misma letra no

edtadigticas dgnificativas (> 0.0001), aplicado |a prueba de Duncan.

tienen diferencias



4.3. Aisamientos de hongos endofiticos

Aidamientos de hongos endofiticos asociados a tgidos internos de raices de
diferentes cultivares de banano en diferentes paises han Sdo  ampliamente
documentado por varios autores (Speijer y Skora, 1993, Schuster et al., 1995,
Pocasangre, 2000, Niere, 2001). En la presente investigacion se redizaron
adamientos de hongos endofiticos provenientes de raices de 3 diferentes gradientes
de supresividad a R. similis. La Tabla 5 contiene los resultados de los aidamientos de
hongos endofiticos provenientes de los 3 suelos en egtudio. Un total de 62 hongos
endofiticos fueron adados de tgidos internos de raices provenientes de sudos
supresivos y solamente 33 aidados provenientes de suelos no supresivos. Los géneros
mas frecuentemente encontrados fueron Fusarium y Trichoderma. Resultados
amilares fueron encontrados por Pocasangre et al. (2002), quienes encontraron que
17 adados endofiticos provenientes de la finca supresva Maya en comparacion de
solamente 4 adados provenientes de la finca no supresva El Red. Poderiores
edudios sobre suelos supresivos de Guatemaa redizados por zum Felde (2002)
demostraron que los géneros mayormente encontrados fueron  Fusarium y
Trichoderma. Esta biodiversdad de hongos endofiticos asociadas d sistema radical
de pldano de las fincas supresvas de Sixaola podrian ser los biocontroladores

naturales responsables de la supresividad de estos suelos a los fitonematodos.

Tabla 5. Aidamientos de hongos endofiticos provenientes de sudlos supresvos

medianamente supresivos y no supresivos de Sixaola, Costa Rica

L ocalidad Género Suelo Suelo Medianamente  Suelo No
Supresivo  Supresivo Supresivo
Sxaola-Margarita  Fusarium 24 10 10
Sixaola-Margarita  Trichoderma 29 18 16
Sxaola-Margarita  Desconocido 19 14 7
Total 62 (45%) 42 (31%) 33 (24%)
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4.4. Actividad antagonista de los aislados endofiticos a nivel in vitro

4.4.1. Prueba de Parasitismo

Los 15 adados endofiticos provenientes de suelos supresivos de Sixaola, que
presentaron meor crecimiento y meor capacidad de formar mayor cantidad de
inoculo medido por las unidades formadoras de colonias (cfu), fueron seleccionados
para la prueba de parastismo para conocer € potencial antagonisa de los aidados
endofiticos sobre R. similis. Los resultados presentados en la Tabla 6 demuestran  que
exigieron diferentes grados de parasitismo entre los aidados endofiticos evaluados. El
porcentgje de parasitismo vario de 3 a 78%. El mejor aidado Endofitico perteneciente
ad genero Trichoderma (S2) presentdé mayor porcentge (78%), asi como € menor
porcentge de parasitismos (3%). Estos resultados demuestran que dentro de un mismo
genero exiden adados que difieren dgnificativamente en su actividad parasitica, por
lo cud es indispensable redizar screening in vitro de aidados antes de sdeccionar un
prospecto antagonista. Resultados smilares fueron encontrados por zum Felde (2002),
quien, trabgando con aidados endofiticos pertenecientes a Trichodema y Fusarium,

encontré porcentajes de parasitismo que oscilaron entre 50 y 100 %.

Observaciones redizadas d microscopio  demostraron que la actividad parasitica del
hongo Endofitico se presenta mediante la adhesén de micro- y macro-esporas del
hongo a cuerpo del nematodo y por recubrimiento del cuerpo del nematodo por €
micelio dd hongo (Figura 6. Estos mismos mecanismos de accion fueron reportados
por Soto (2003), quien, trabgando con aidados endofiticos de Trichoderma spp. y
Fusarium spp., pudo determinar que 24 horas después de cocultivo entre R. similisy
los hongos tanto la adhesidon de microcosporas a cuerpo dd nematodo como €
recubrimiento completo del cuerpo del nematodo por € micelio dd hongo causaban la
muerte del nematodo.
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Figura 6. Radopholus similis parasitado por micelio del aidado Trichoderma S10

Tabla 6. Actividad parasitica de aidados de hongos endofiticos sobre & nematodo
barrenador Radopholus similis, alas 24 horas.

L ocalidad Cédigo  Género ngf;‘;tt?’gige
Sxaola-Margarita S2 Trichoderma 78 a
Sxaola-Margarita S7 Fusarium 56 b
Sxadla-Margarita A Trichoderma 38 c
Sxaola-Margarita S15  Trichoderma 37 cd
Sxadla-Margarita 9 Fusarium 33d
Sxaola-Margarita S14  Trichoderma 28 e
Sxadla-Margarita S10  Trichoderma 26 e
Sxaola-Margarita S11  Fusarium 14 f
Sxadla-Margarita S3 Fusarium 13 fg
Sxaola-Margarita S5 Fusarium 13 fg
Sxaola-Margarita S6 Desconocido 12 fg
Sxaola-Margarita S8 Trichoderma 12 fg
Sixaola Margarita S13  Trichoderma 12 fg
Sxadla-Margarita S1 Desconocido 8 ¢
Sxaola-Margarita S12  Trichoderma 3 h

To Control Oi




En cada varigble |as cifras seguidas de unamisma letra no tienen diferencias

estadisticas sgnificativas (> 0.0001), aplicado la prueba de Duncan.

4.4.2. Prueba de antibiosis (metabolitos secundarios)

Esd completamente comprobado que cietos hongos endofiticos que han sdo
evaluados por repetidas veces en condiciones in vitro pueden producir sustancias
toxicas que pueden causar la inmovilizacion y mortaidades superiores d 90% en
Meloidogyne spp., Pratylenchus spp. y R similis (Schuster et al., 1995, Halman y
Sikora, 1996, zum Felde, 2003)

En la presente investigacion, la capacidad de produccion de metabolitos secundarios
de los aidados endofiticos fue evaluada para conocer su actividad biocontroladora
sobre R. smilis. La Tabla 7 demuestra que exidieron diferencias sgnificativas entre
los aidados endofiticos sobre la mortdidad de R. similis 24 horas después de la
exposicion dd nematodo a la sugpension metabdlica La mortdidad varié de 10 a
98% de mortalidad de R. smilis, sendo d adado Fusaium SO & cud presentd
mayor actividad neméticida. Por otra parte, la sugtancia metabdlica tuvo un efecto
directo sobre la mortdidad de R. similis: concentraciones de 100% de la suspension
metabdlica causaron una mayor mortdidad que las otras concentraciones. Sin
embargo, concentraciones de 25% del aidado Fusarium S9 produjeron mortalidades
de 55% de R. smilis, 24 horas después de la exposicion. Estos resultados sugieren una
dta toxicidad de los metabolitos secundarios producidos por este hongo. Hallmann y
Sikora (1996), trabgando con metabolitos secundarios producidos por hongos
endofiticos, demostraron que especies de Fusarium oxysporum son los aidados que

tienen mayor capacidad de producir sustancias toxicas para nematodos.
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Tabla 7. Efecto antagonista de cuatro concentraciones de metabolitos secundarios
sobre Radopholus similis. Promedio de mortaidad alas 24 horas/ 100 nematodos.

Tratamiento Génerode Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion

aislado 100% 75% 50% 25%
endofitico

9 Fusarium 98 a 97 a 77 a 55 a
S2 Trichoderma 0 a 81 ab 39 b 25 Db
S5 Fusarium 82 ab 63 bc 52 b 10 c
S6 Desconocido 72 Db 56 c 53 b 14 bc
S14 Trichoderma 47 ¢ 16 de 4d 4 c
A Trichoderma 43 cd 29 de 19 cd 14 bc
S12 Fusarium 34 cde 28 de 15 cd 8c
S10 Trichoderma 30 de 33d 15 cd 7cC
S3 Fusarium 27 ef 20 de 9cd 4 c
S13 Trichoderma 23 efg 22 de 18 cd 11 c
S8 Trichoderma 22 efg 23 de 19 cd 11 c
S11 Fusarium 21 efg 18 de 21 c 9c
S7 Fusarium 13 fg 11 e 16 cd 10 c
S15 Trichoderma 11 g 21 de 15 cd 12 ¢
S1 Desconocido 10 g 9e 10 cd 12 c
To Control Oh Of Oe 0d

En cada variable |as cifras seguidas de unamisma letra no tienen diferencias
estadigtica sgnificativa (> 0.0001), aplicado la prueba de Duncan.

4.5. Actividad antagonista de los aidlados endofiticos a nivel in vivo

Tomando de referencia la actividad biocontroladora a R. similis de los 15 aidados
endofiticos evaluados, se sdeccionaron cuatro adados endofiticos que presentaron
mayor porcentgie de parastismo y de mortalidad de R similis en las pruebas in vitro.
Asmismo e incluyeron los aidados T12 correspondiente d genero Trichoderma y
adado T5 correspondiente a Fusarium por su conocida actividad biocontroladora
contra R. similis encontrada por zum Felde (2002) y reconfirmada por Soto (2003).

Microcormos de plaano dd cultivar Curraré y vitroplantas dd cultivar Gran Enano
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fueron protegidas con los seis hongos endofiticos para determinar su activided

antagonistaa R. smilis en condiciones de invernadero.

Los resultados presentados en la Tabla 8 y Figura 7 demuestran que plantas de pléatano
protegidas con hongos endofiticos presentaron  reducciones dgnificatives en la
poblecion find de R similis en comparacion con plantas no inoculados con hongos
endofiticos. El adado Fusarium S9 provoco una reduccion de 88 % y d aidado
Trichoderma S10 de 79 %. Ambos aidados endofiticos superaron a los prospectos

de suelos supresivos de Guatemda, Trichoderma T12y Fusarium T5.

Estos resultados demuestran que € potencid antagonista presente en  suelos
supresivos esta relacionado con la presencia de aidados endofiticos que son capaces
de causar mortdidades de R. similis e impedir su reproduccion en d sstema radica
de pldano. zum Felde (2002) y Soto (2003), trabgando con aidados endofiticos
provenientes de sudos supresivos de Guatemala encontraron reduccion en la
reproduccion de R. similis en & ssema radicd de Gran Enano superiores a 83 %.
Los mismos autores también encontraron que los aidados mas efectivos para €
biocontrol de R similis pertenecen a los géneros Fusarium y Trichoderma.  El
potencid antagonista de aidados endofiticos perteneciente a especies no patogénicas
de Fusaium contra R. smilis ha sdo ha sdo ampliamente documentado por varios
autores ( Pocasangre 2000, Pocasangre et d 2000, Niere, 2001, zum Felde, 2002 y
Soto, 2003).

Los resultados presentados en la Tabla 9 y Figura 7 demuestran que plantas de banano
protegidas con hongos endofiticos presentaron reducciones hasta de 86% en la
poblacion find de R similis en d sgema radicd en comparaciéon con plantas no
protegidas. Por otra parte los aidado Fusarium SOy Trichoderma S10 fueron los que
mayor reducciones provocaron, 86 y 76% respectivamente. Estos resultados
comprueban la consstencia del biocontrol de estos aidados tanto en cultivares de

pldano como de banano.

El potencid antagonista de hongos endofiticos para € control de R similis en
diferentes cultivares y genomas de banano fueron estudiados por Pocasangre (2000),

quien encontré que hongos endofiticos eran capaces de reducir hasta entre 79 a 90%
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la poblacion find de R similis en d dgema radica de plantas de los cultivares e
hibridos Gran Enano (AAA), Williams (AAA), Gros Michd (AAA) FHIA
01(AAAB), FHIA 23 (AAAA), lo cud demuestra que € efecto antagonista de los
hongos endofiticos no esta limitado a un grupo genético de Musa en particular.

Por otra parte, es importante destacar que la cantidad de R. similis recobrada del suelo
de las maceteras donde se sembraron plantas protegidas con hongos endofiticos tanto
en pldano como en banano fue dgnificativamente inferior que en los sudos que
fueron sembradas plantas control. Por otro lado, d aidado Fusarium SO presento la
menor cantidad de nematodos en € suelo tanto platano como banano. Estos resultados
sugieren que exise un efecto biocontrolador a nivel dd suelo y que posiblemente los
hongos endofiticos edimulen a la planta a liberar exudados que pueden ser toxicos
para los nematodos presentes en & suelo. Este efecto biocontrolador es importante
tomando en consderacion que R similis es un nematodo migratorio que puede sdir
dd sgema radicd y buscar colonizar nuevos stios parasiticos en € sstema radicd 'y
durante la migracion puede ser inmovilizado por los exudados de las raices o por
sudancias toxicas producidas por los hongos. Resultados dmilares  fueron
encontrados por Pocasangre (2000), quien encontrd que la poblacion find de R
smilis en d sudo donde sembraron plantas protegidas con hongos endofiticos
presentaban  reducciones dgnificativas en la poblacion find de R smilis en

comparacion con suelos de plantas contral.

Con relacion a b promocion de crecimiento que los hongos endofiticos pueden gercer
sobre las plantas la Tabla 8 'y Figuras 8 y 9 demuestran que plantas de plaano
protegidas con hongos endofiticos presentaron meor crecimiento radica que
plantas testigo. Tanto en pl&ano como en banano los aidados Fusarium S9 vy
Trichoderma S10 presentaron los megores pesos de dstema radicd. Lo cud
demuestra que ambos aidados no solamente tienen un efecto biocontrolador del
nematodo, sSno que también promueven @ crecimiento radicad de las plantas. Con
rlacion d peo dd follge exidieron diferencias dgnificativas solamente en  banano,
plantas protegidas con los aidados Fusarium SO y Trichoderma S10 presentaron los
meores pesos foliar que plantas control. En € caso de platano, no se detectaron
diferencias, posblemente por la variabilidad del materid de las plantas originadas por

microcormos de 200 a 300 gramos. En € caso de banano se detectaron diferencia
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posiblemente por la uniformidad de vitroplanta utilizadas, 1o cuad permitié expresar d
efecto de promocidén de crecimiento de los hongos endofiticos. El potencid de
promocion de crecimiento de aidados endofiticos pertenecientes a especies de
Fusarium fue edudiado por Reissinger (1995), quien encontrd que en bananos de
dtura de Africa ( Musa AAB ) plantas inoculadas con Fusarium oxysporum aisado
VAWS5 promovié dgnificativamente @ crecimiento radicd y foliar de plantas en

comparacion con plantas control.
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Figura 7. Efecto de seis aidados endofiticos sobre la reproduccion de Radopholus
smilis en & sstema radicad dos cultivares de plaano y banano después de dos meses

de inoculados con nematodos.
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Figura 8. Efecto de la promocion de crecimiento del aidado Fusarium S9 sobre
plantas de pldano: A. Planta sn hongo endofitico con nematodos, B. Planta sn hongo
endofitico sn nematodos, C. Planta con hongo endofitico con nematodos.

Tabla 8. Efecto de seis hongos endofiticos sobre la reproduccion Radopholus similis
en e dstema radica de plantas de platano “Currar€’ (Musa sp. AAB) a dos meses de

inocular con & nematodo.

Genero Numero de Peso de  Numerode Peso de
Aidlado Hongo Nematodos raiz Raiz Nematodos follaje
Endofitico suelo

SO Fusarium 500 d (-88%) 101.00a  74c(-89%)  400.99ns
S10  Trichoderma  863cd(-79%) 84.20ab 158bc(-77%) 316.60ns
*T12  Trichoderma 1200bc(-71%) 8060 b  232ab(-66%) 377.11ns
*T5 Fusarium 1075cd (-74%) 8850ab 296 a(-56%) 380.22ns
S7 Fusarium 1025cd (-76%) 79.00 b 294 a(-57%) 346.60ns
) Trichoderma 1150 cd (-73%) 60.10 ¢ 295a(-57%) 372.75ns
To Control 4188 a 6220 ¢ 685a 337.55ns
TA Control 75.99 be 342.74 ns

*: Hongos Endofiticos de suelo supresivo Guatemal a usados como control probado.
En cada variable las cifras seguidas de una misma letra no tienen diferencias estadistica significativa (>
0.0001), aplicado la prueba de Duncan.



Tabla 9. Efecto de sais hongos endofiticos sobre la reproduccion Radopholus similis
en € sdema radicd de vitroplantas de banano “Gran Enano” Musa sp. AAB) a dos

meses de inocular con & nematodo.

Aidado Genero NUumero de Peso de NUumero de Peso de
Hongo Nematodosraiz Raiz Nematodos follaje
Endofitico suelo
9 Fusarium 525d (-86%) 5470 a 79 d (-88%) 83.10a

S10  Trichoderma  750cd (-79%)  43.20b  285b (-57%) 77.60 ab
*T12  Trichoderma 1100cd (-69%)  38.60bcd 186 b (-72%) 74.00 ab
*T5 Fusarium 1138cd (-68%) 3000d 205 b (-69%) 55.90 bc

S7 Fusarium 1225 bc (-66%) 32.20 cd 291ab (-56%) 51.40c
2 Trichoderma 1338 b (-63%) 41.20bc 374 ab (-43%) 58.50 bc
To Control 3575a 4160bc 660 a 72.00 abc
TA Control 47.90 ab 70.40 abc

*: Hongos Endofiticos de suelo supresivo de Guatemala usados como control probado.

En cada variable las cifres seguides de una misma leira no tienen diferencias

edtadigtica sgnificativa (> 0.0001), aplicado la prueba de Duncan.

120

100 -

Platano
Banano

Peso raiz/gramo

S9 T5 S10 Ti2 S7 S2 To TA

Aislados endofiticos

Figura 9. Efecto de sais aid ados de hongos endofiticos en peso ddl sstemaradica de
dos cultivares. pldano (Musa sp. AAB) y banano (Musa sp. AAA), después de dos

meses de inoculado € nematodo en la pruebain vivo.
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5. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

1. La composiciéon de las poblaciones de nematodos asociados d sistema radica
de pldano fue smilar en sudos supresvos, moderadamente supresvos y no
supresivos. Radopholus similis fue la especie predominante en los tres sudos
estudiados seguido de Pratylenchus coffeae, Helicotylenchus multicinctus y
Mel oidogyne incognita.

2. El méodo directo de supresividad medido por la densdad de poblaciones de
nematodos en @ sSdema radicd demostré diferencias Sgnificativas entre la
cantidad de nematodos presentes en raices provenientes de suelos supresivos
en comparacion con suelos moderadamente supresivos y no supresives. Sin
embargo, no se detectaron diferencias entre moderadamente supresivo y no

Supresivo.

3. El edtudio de dinamica de poblaciones de fitonematodos en € tiempo
demostr6 que los sudos supresivos mantienen su efecto supresor a
fitonematodos durante € periodo en estudio. Por otro lado, los suelos
medianamente  supresvos no  mostraron  ningln - efecto supresor  a

fitonematodos.

4. El méodo indirecto de supresvidad demosiré que en suelos no esterilizados
la cantidad de fitonemetodos extraidos fue dggnificativamente inferior en
suelos supresvos que en sugos medianamente sUpresivos 'y NO - SUPresivos.
Asmismo, la estabilidad de la supresvidad se mantuvo consgente durante

las cuatro evauaciones consecutivas.
5. Los resultados de las pruebas de paraditismo demostraron que existen

diferentes gradientes de parastismo entre los aidados endofiticos evauados
sobre R similis. El porcentgje de parasitismo vario entre 3y 78%.
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6.

10.

Los resultados de las pruebas de antibioss demostraron que existen diferentes
gradientes de mortdidad entre los aidados endofiticos evauados sobre R
similis. El porcentgje de mortalidad vari6 entre 10 y 98%.

Microcormos de plaano de cultivar Curraré protegidos con  hongos
endofiticos presentaron reducciones dgnificativas en la poblacion find de R
smilis en d dsema radicd en comparacion con plantas no protegidas. El

gradiente de reduccién varié entre 71y 88 %.

Los adados de Fusarium SO y Trichoderma S10, provenientes de suelos
supresivos de Sixaola, fueron los que presentaron mayor reduccion en la
poblacion find de R similis en & sistema radical, oscilando entre 88% y 79 %
respectivamente, superando a los aidados Fusarium T5 y Trichoderma T12
provenientes de suelos supresivos de Guatemaa que registraron reducciones
entre 74 y 71% respectivamente.

Vitroplantas de banano dd cultivar Gran Enano protegidas con hongos
endofiticos presentaron reducciones significativas en la poblacion find de R
similis en comparacion con plantas no protegidas. El grado de biocontrol varié
entre 63 y 88%. Al igud que en pl&ano, los aidados Fusarium S9 y
Trichoderma S10 presentaron reducciones entre 88 y 79%, respectivamente,

superando a los aidados endofiticos de Guatemala.

Pantas de plaano y banano protegidas con hongos endofiticos —presentaron
mayor peso radicad y foliar que planta control. Plantas inoculadas con €
adado Fusarium S9 experimentaron incrementos en peso dd sstema radica
entre 38% Yy 24%, en platano y banano respectivamente.
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5.2. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda redizar investigaciones con plantas protegidas con hongos
endofiticos en condiciones de campo con € objeto de evauar la actividad
antagonista de los aidados prospectos Fusarium S9 y Trichoderma S10, asi
como m@nocer la durabilidad de la proteccién que estos hongos confieren a las

plantas

2. Es importante redizar estudios sobre d mecanismo de accidon de los hongos
endofiticos responsable de  biocontrol de fitonematodos, especidmente sobre
parastiano y antibios's.

3. Se recomienda redizar estudios de split root system con los aidados prospecto
Fusarium SO y Trichoderma S10 con € objeto de determinar 5 estos hongos

pueden inducir resistencia a fitonematodos.
4. Es importante evauar la actividad antagonigta de los adados Fusarium SO y

Trichoderma S10 en otros cultivos donde fitonematodos son un problema en

laproduccion
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Anexo 1. Andiss de variancia para la dinamica de poblacion de Fitonematodos

presentes en € sstemaradica de plantaciones de plétano en tres gradientes de

suelo y cuatro muestreos.

Periodo de Génerodenematodos GL CM Fcalc. Pr >F CV
muestr eo
Radopholus similis 1.448 104.59 <.0001** 3.34%
Pratylenchuscoffeae = 2 0.866 21.88 <, 6.96%
0001**
Primero Helicotylenchus 2 21.365 428.97 <.0001** 11.83%
multicinctus
Meloidogyneincignita 2 7486 857 0.0019* 67.23%
Radopholus similis 2 3977 107.35 <.0001** 5.84%
Pratylenchuscoffeae 2 3.168 11.79 0.0004* 19.28%
Segundo Helicotylenchus 2 10.363 1042 0.0007* 64.72%
multicinctus
Meloidogyneincignita 2 5908 6.33 0.0070ns 66.41%
Radopholus similis 2 0309 11.10 0.0005* 5.19%
Pratylenchuscoffeae 2 0.217 29.61 <.0001** 3.33%
Tercero Helicotylenchus 2 2923 1835 <.0001** 20.95%
multicinctus
Meloidogyneincignita 2  6.127 2055 <.0001** 54.60%
Radopholus similis 2 0942 126.03 <.0001** 2.86%
Pratylenchuscoffeae = 2 0474 1145 0.0004* 9.17%
Cuarto Helicotylenchus 2 7.650 7199 <.0001** 22.81%
multicinctus
Meloidogyneincignita 2 6.435 76.88 <.0001** 45.02%
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Anexo 2. Composicion de fitonematodos presentes en € sstemaradica de
plantaciones de platano var. “Curraré’ en tres gradientes de suelos durante cuatro
periodos de muestreo.

Periodo
de Tipo desuelo Género de Fitonematodo
muestreo
R smilis P. coffeae H. multicinctus M. incignita
Supresivo 1163 ¢ 338b 0Ob 25b
Primero  Medianamente 7425 5 1363 a 800 a 188 a
supresivo
No supresivo 4500 b 1038 a 788 a 225 a
Supresivo 338b 175¢c 13b 75b
Segundo  Medianamente 5375 5 1663 a 325a 325a
supresivo
No supresivo 5300 a 963 b 550 a 77b
Supresivo 1113 b 254 c 40b 76 a
Tercero Medianamente 2113 a 518 a 55b 39a
supresivo
No supresivo 2293 a 408 b 410 a 5a
Supresivo 430 b 102b 37b 47 a
Cuarto Medianamente 1691 a 313a 5c 3b
supresivo
No supresivo 1665 a 179b 218 a 2b

Promedios para cada periodo de muestreo.En cada variable |as cifras seguidas de una
misma letra no tienen diferencia estadistica Sgnificativa (Pr <.0001) aplicando la
prueba de Duncan

Anexo 3. Tratamiento: suelos esterilizado y no esterilizado, periodo de experimento,
en & método indirecto de supresividad a Radopholus similis.

Fuentede Variacion GL SC CM F Pr>F
SuelosEst. y No Est. 5 223425.4010 44685.0802 27.48 < .0001**
Periodo de exper. 3 4576.0573 152338.68 93.68 <.0001**

Tratamiento x Periodo 15  66373.5365 4424.9024 2.72 <.0001**

Cosficiente de variacion. 32.73%
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Anexo 4. Comparaciones entre suelos esterilizados y no esterilizados en d méodo

indirecto de supresvidad a Radopholus simil

is.

CONTRASTES GL SC CM F Pr>F

Suelo Egtéril vrs No Egtéril 1 45849.421 45849421 26.89 < .0001**
SSNE vrs MSNE NSNE 1 79259.380 79259.380 46.48 < .0001**
SSE vris MSE NSE 1 94164.083 94164.083 5523 <.0001**

Cosficiente de variacion: 32.73 %.

Anexo 5. Comparacion de tratamientos de | os periodos de experimentos en € método

indirecto de supresvidad a Radopholus simil

is.

FV CM F Pr>F

CV%

Periodol  2274.78 5.17 0.0009*
Periodo2 10691.32 6.28  0.0002*

45.01
32.65

Periodo3  26488.68 10.87 <.0001** 27.17
Periodo4  18525.0 9.24 <.0001** 3242

Anexo 6. Actividad parasitica de hongos endofiti cos promisorios sobre € nematodo
barrenador Radopholus similis, evduado alas 24 horas.

Fv GL SC CM F Pr>F
Hongos endofiticos 15 25081.82 1672.12 13596 < .0001**
Error 48 590.33 12.30

Total 63 25672.15

Cosficiente de variacion: 14.53%

Anexo 7. Antibiosis de hongos endofiticos promisorios en cuatro concentraciones de
extractos crudos sobre € nematodo barrenador Radopholus similis.

FvV GL SC CM F Pr>F
Hongos endofiticos 14 111232 7945 12191 <.0001
Concentracion (100, 75, 50 y 25%) 3 279.13 93.04 142.77 <.0001
Tratamiento x Concentracion 42 210.30 5.01 7.68 <.0001
Tiempo (0, 8, 16 y 24 horas) 3 1089.32 363.12 557.17 <.0001
Tratamiento. X Tiempo 42 504.45 1201 1843 <.0001
Concentracion x Tiempo 9 11257 1251 1919 <.0001
Tratamiento x Concentracion x Tiempo 126  201.10 1.60 245 <.0001
Error 540 35192 0.65

Tota 959 4111.39

Coeficiente de variacion. 24.43%.
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Anexo 8. Efecto en la pruebain vivo de los hongos endofiticos dlite en la promocién
de crecimiento de rebrotes de microcormos de plédano var. “Curraré’ y la
reproduccion del nematodo barrenador Radopholus similis.

Variable SC CM F Pr>F
Alturade planta 100.57 14.37 1.50 0.1859 ns
Diametro de planta 0.79 0.11 1.58 0.1602 ns
NUmero de hojas 9.25 1.32 1.83 0.1000 ns
NUmero deraiz 781.0 111.57 0.90 0.5100 ns
Peso de raiz 9998.75 142839 5.67 <.0001**
Peso ddl fallge 35934.5 51335 0.95 0.4785ns
Peso total 43220.86 617441 0.95 0.4746 ns
Nematodos en laraiz 68.69 9.81 677.18 <.0001**
Nematodo /g. Raiz 15.01 2.14 120.47 <.0001**
Nematodo - sustrato 47.12 6.73 21.07 <.0001**
RN

Anexo9. Efecto en la pruebain vivo de los hongos endofiticos dite en la promocion
de crecimiento de vitroplantas de banano var. “Gran Enano” y lareproduccion del
nematodo barrenador Radopholus similis.

Variable SC CM F Pr>F
Alturade planta 213.625 30.52 5.53 <.0001 **
Diametro de planta 0.76 0.11 251 0.0257 *
NUmero de hojas 15.56 2.27 4.47 0.0050 *
NUmero deraiz 206.11 29.44 3.63 0.0027 *
Peso de raiz 3580.73 51153 525 0.0001 **
Peso ddl fallge 7128.17 101831 2.60 0.0215 *
Peso total 18894.97 2699.28 3.34 0.0048 *
Nematodosen laraiz ~ 68.47 9.78 440.58 <.0001 **
Nematodo /g. Raiz 19.84 2.83 112.43 <.0001 **
Nematodo - sustrato 45.39 6.48 45.57 <.0001 **
(*) =P<0.05

(**)=P<0.01
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