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RESUMEN

Los hongos endofiticos producen metabolitos bioactivos que activan las defensas de plantas hospederas. Son
una alternativa mas limpia al uso de nematicidas, sin embargo, existe limitada informacién de su accionar como
promotor de crecimiento en condiciones de campo. Se evaluo el efecto de cuatro hongos endofiticos sobre el
crecimiento de plantas de banano. Se formularon seis tratamientos: dos cepas de Trichoderma atroviride prove-
nientes de Guatemala (T1) y Costa Rica (T2) y; dos cepas de Fusarium oxysporum provenientes de Talamanca
(T3) y Sixaola en Costa Rica (T4), un testigo quimico (T5) con uso de nematicidas y un testigo absoluto (T6). El
ensayo se establecid en un disefio completamente al azar con cinco mediciones en el tiempo. Las plantas utili-
zadas en la siembra fueron del clon “Valery y Williams”. Cada 15 dias se evaluaron las variables altura de planta,
circunferencia del pseudotallo y emision foliar en condiciones de campo vy, en el sistema radical, peso funcional y
muerto, longitud y volumen, indice de severidad causado por fitonematodos y porcentaje necrético en condicio-
nes de laboratorio. Las plantas protegidas con los hongos endofiticos tuvieron un crecimiento significativamente
superior que las del testigo quimico, reflejado en mayor altura (13,62 %), circunferencia de pseudotallo (10,75 %),
emision foliar (4,87 %), longitud (8,12 %) y volumen (9,37 %) de raices. En la sanidad del sistema radical se vio
expresado en mayor peso funcional (8,12 %), menor peso muerto (-13,0 %), mayor indice de severidad (19,5 %)
y menor porcentaje necroético (-5 %). EI T1 y T4 promovieron las mejores respuestas en las plantas.
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Endophytic fungi as growth promoters in banana plantations

ABSTRACT

Endophytic fungi produce bioactive metabolites that activate the defenses of host plants. They are a cleaner alter-
native to the use of nematicides, however, there is limited information on their actions as promoters of growth in
field conditions. The effect of four endophytic fungi on the growth of banana plants was evaluated. Six treatments
were formulated: two strains of Trichoderma atroviride from Guatemala (T1) and Costa Rica (T2) and; two strains
of Fusarium oxysporum from Talamanca (T3) and Sixaola in Costa Rica (T4), a chemical control (T5) with the use
of nematicides and an absolute control (T6). The trial was established in a completely randomized design with five
measurements over time. The plants used in the planting were of the clone “Valery y Williams”. The variables plant
height, pseudostem circumference and leaf emission were evaluated every 15 days under field conditions and, in
the root system, functional and dead weight, length and volume, index of severity caused by phytonematodes and
necrotic percentage in laboratory conditions. The plants protected with the endophytic fungi had a significantly
higher growth than those of the chemical control, reflected in higher height (13.62 %), pseudostem circumference
(10.75 %), leaf emission (4.87 %), length (8.12 %) and volume (9.37 %) of roots. In the health of the radical system
was expressed in greater functional weight (8.12 %), lower deadweight (-13.0 %), higher severity index (19.5 %)
and lower necrotic percentage (-5 %). The T1 and T4 promoted the best responses in the plants.

Key words: musaceae, Fusarium oxysporum, Trichoderma atroviride

Recibido: 06/07/18 Aprobado: 06/11/18

49



Vol. 68 (1-2)

Agronomia Tropical

2018

INTRODUCCION

El banano se establece en mas de 120 paises,
constituyendo un alimento importante en la dieta
basica de 400 millones de personas y una fuen-
te de ingresos econémicos para paises en desa-
rrollo como Latinoamérica y Caribe (Aurore et al.
2009). Esta region exporté 14 millones de tone-
ladas en 2015, lo que representé el 83 % a nivel
mundial (FAO 2018). Son multiples los beneficios
econdmicos Yy sociales paises en desarrollo, sin
embargo, las producciones han sido mermadas
por problemas fitoparasitarios, entre las cuales,
las mas importantes son las Sigatokas que afec-
tan el follaje y, los fitonematodos dafian el cormo
y las raices.

En el ambito mundial las pérdidas productivas
ocasionadas por fitonematodos en el cultivo de
banano ascienden a cien billones de ddlares al
ano, lo que equivale entre 10 y 50 % del total
(Rivera 1999; Benzing 2001). En la mayoria de
las plantaciones en Latinoamérica, Radopholus
similis es el nematodo endoparasito migratorio
de mayor importancia, por su dafo, ocasionan-
do pérdidas de 20 hasta 100 % (Guzman, 2011).

El manejo convencional de fitonematodos en ba-
nano se basa en dos a tres aplicaciones de ne-
maticidas y el costo del control oscila entre USD
350 y 500 por hectarea por afio (Pocasangre et
al. 2006). Ademas de lo costoso, es contaminan-
te, por el uso de los agroquimicos mas toxicos
del mercado. La eficacia del manejo puede ser
seriamente reducida por varias razones: mala
aplicacion del producto, condiciones climaticas
desfavorables, lavado por escorrentia y princi-
palmente por biodegradacion de microorganis-
mos del suelo, que son capaces de desdoblar el
principio activo.

La contaminacion ambiental generada en el cul-
tivo de banano ha obligado al desarrollo de es-
trategias de manejo bioldgico y cultural, que per-
mitan la disminucion de los dafios ocasionados
(Montiel et al. 1997). En paises como Alemania,
Costa Rica, Uganda y Nigeria se ha demostrado
que hongos endofiticos presentes en el tejido in-
terno de raices de banano y platano pueden ser
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utilizados como agentes biolégicos de control de
fitonematodos (Pocasangre et al. 2006).

En la relacion entre los hongos endofiticos y su
planta hospedera, ambos organismos estimu-
lan cambios metabolitos en cada uno. El hongo
produce exoenzimas y metabolitos fitotdxicos,
mientras que la planta produce defensas, tanto
mecanicas como bioquimicas (Schulz y Boyle
2005; Sanchez et al. 2013). En consecuencia, se
establece una relacion de antagonismo balan-
ceado, que depende de la virulencia del hongo y
de las defensas de la planta, las cuales varian y
son influenciadas por los factores ambientales y
por la etapa de desarrollo de ambos organismos.

Reducciones hasta del 90 % de la poblacion
final de R. similis en el sistema radical y mayor
crecimiento radical en banano, se han registrado
en plantas protegidas con hongos endofiticos en
experimentos repetidos en el tiempo bajo condi-
ciones controladas (Pocasangre 2003; Romero
2018). El objetivo del trabajo fue evaluar la ac-
cion natural de hongos endofiticos sobre la pro-
mocion de crecimiento en plantaciones comer-
ciales de banano en condiciones de campo.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion del area experimental

La presente investigacion se realizé en dos fin-
cas comerciales en la provincia de Limon, pro-
piedad de la Corporacion de Desarrollo Agricola
Del Monte (division BANDECO), en Costa Rica
(Cuadro 1). Las zonas donde se instalaron los
ensayos presentan condiciones anuales simila-
res con respecto a temperatura, precipitacion y
humedad relativa, con rangos que oscilan entre
los 25-26 °C, 3.844 - 3.929 mm y 83-84 %,
respectivamente.

Descripcion del ensayo experimental

Se establecieron seis tratamientos bajo el dise-
Ao completamente al azar: cuatro con hongos
endofiticos, un testigo comercial y uno absolu-
to. Los aislados endofiticos correspondientes a
cepas de Trichoderma atroviride de suelos su-
presivos de Guatemala (T1) y Sixaola en Costa
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Cuadro 1. Ubicacion y condiciones de las fincas, donde se evalud el efecto de cuatro
hongos endofiticos sobre el crecimiento de plantas de banano. Provincia de

Limon, Costa Rica. Afo: 2005.

. C Produccion  Altitud
Finca Ubicaciéon (ha) (m.s.n.m.) Suelo
Canton de Con predominio
CARMEN-2 Siquirres, al Este 448 18 de clasificacion
IV y lll. Textura
del rio Reventazon. arcillosa.
Cantén de Con
DUACARI2  Guasimo, al Oeste 211 34 clasificacion Il
y lll. Textura
del rio Reventazon. arcillosa.

Rica (T2); los dos restantes de Fusarium
oxysporum de Talamanca (T3) y Sixaola en
Costa Rica (T4); el testigo comercial (T5) consis-
tié en la aplicacion de 23.3 g.planta' Nemacur
15 G, 15 dias después de la siembra en campo;
y, el testigo absoluto (T6) contituido por plantas
no protegidas con hongos endofiticos ni con
nematicidas.

Para el establecimiento del ensayo en campo se
siguieron los siguientes pasos:

Los aislados fueron conservados en incubado-
ras a 24 °C y; su reproduccion y producciéon de
inoculo se realizé mediante el protocolo siguien-
te: los hongos endofiticos se dejaron crecer en
el medio de cultivo PDA al 100 %, colocado
sobre platos Petri durante una o dos semanas.
Posteriormente, bajo condiciones asépticas, se
removieron las esporas agregando 25 ml de
agua estéril sobre el plato; luego, se hizo un
rayado con una espatula de tres cm de ancho
y bordes redondeados para facilitar el raspado
del micelio. La solucion que resulté se filtré por
medio de gasas y se decantd en un beaker de
250 ml para obtener la suspension de esporas.
De cada suspension se realizaron conteos por
medio de un hematocimetro de Neubauer para
medir la concentracion, y se ajusté a una con-
centracién de 10%ufc/ml.

51

Seinocularon 13.000 vitro-plantas de banano del
sub grupo Cavendish, clon “Valery y Williams”
en bandejas con los aislados de hongos endo-
fiticos. Para esto, por un tiempo de cinco mi-
nutos, las vitro-plantas se sumergieron en sus-
pensiones de esporas que representaron cada
tratamiento. Luego se trasladaron al invernadero
para ser trasplantadas en bolsas de polietileno.
Entre seis y ocho semanas después en fase de
endurecimiento en el vivero, se realizo la siem-
bra definitiva en el campo.

Las plantas se sembraron las plantas con un dis-
tanciamiento de 2,5 m x 2,16 m bajo el sistema
de tres bolillo a una densidad de 1.850 plantas
ha'. Cada tratamiento se distribuyé de manera
aleatoria en parcelas de 0,27 ha (500 plantas),
para un area experimental total de 1,62 ha.

Variables evaluadas

Se realizaron cinco muestreos, cada 15 dias
partiendo del segundo mes después de la siem-
bra, en cada tratamiento se seleccionaron 25
plantas para medir las variables morfologicas:
la altura de planta - AP (m) desde la base del
pseudotallo hasta la insercion de la hoja bande-
ra, la circunferencia de pseudotallo — CP (m) a
una altura de 15 cm desde su base y para la emi-
sion foliar — EF se contaron todas las hojas en el
primer muestreo, incluyendo la bandera, la cual,
fue enumerada conforme el despliegue bajo una
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escala de 0,2 (cuando presentd una forma de
cuello de cisne) hasta 0,8 (donde se observa el
90 % del tejido desplegado).

De las 25 plantas seleccionadas por tratamien-
to, se eligieron cuatro al azar para las variables
del sistema radical, peso funcional — RF y muer-
to— RM (g), la longitud — LR (m) y volumen —
VR (cm?®), ésta ultima fue analizada mediante
el software WinRIZHO®, donde cada 6rgano
se escaneo lo mas extendidamente posible en
bandejas de 15x25 cm, el indice de severidad —
IS consistié en determinar la condicion sanitaria
y se dividieron en cuatro categorias; 1= Todas
vivas, 2= La mayoria vivas, 3= La mayoria muer-
tas y 4= Todas muertas y, para el porcentaje de
raiz necrética— PRN se seleccionaron al azar
cinco raices primarias funcionales de 10 cm de
largo, las cuales fueron cortadas longitudinal-
mente midiendo el porcentaje de corteza radical
con necrosis, valorando cada 6rgano con 20 %
para un total de 100.

Analisis de datos

Para registrar el efecto de los tratamientos endo-
fiticos, se considero el T5 como punto de partida
(0 %) en las variables de respuesta; al encontrar
valores positivos en el resto de los tratamien-
tos, se valoran como mayor crecimiento/sani-
dad, mientras que valores negativos significa un

decrecimiento. Por regla de tres se obtuvieron
los porcentajes visualizados a la par de los valo-
res numéricos en las variables.

Los datos de cada variable se analizaron por
medio de un andlisis de varianza (P<0.05) y
prueba de rangos multiples de Duncan median-
te el uso del software SAS versién 9.1.3 (2006).

RESULTADOS

Para las variables de crecimiento en la finca
CARMEN-2 se encontraron diferencias signifi-
cativas (p<0.05), a excepcion de LR, donde los
valores oscilaron entre 8,65 a 10,24 (Cuadro
2). Las plantas tratadas con los hongos en-
dofiticos crecieron mas en AP (29,2 %), CP
(20,2 %), EF (17,7 %), LR (13,2 %) y VR
(15,5 %) que las del testigo comercial, registran-
do que el T1Trichoderma atroviride promovio los
mayores efectos, a excepcion del crecimiento
radical en base al volumen, donde T4 (28 %) es-
timulo mejor respuesta.

En cuanto a las variables del sistema radical, se
encontraron diferencias significativas (P<0.05)
entre tratamientos para raiz funcional y muerta
(Cuadro 3), pero no significativo para IS y PRN.
El peso funcional de las raices en plantas ino-
culadas con los aislados registraron valores
muy superiores (22 a 47 %) en comparacion al

Cuadro 2. Efecto de hongos endofiticos sobre el crecimiento en plantas de banano en la finca Carmen-2.

Variables* TA*** T2

T4 T5 T6

A.P. (m) 0,60 a (39%) 0,50 b (16%)

C.P.(m) 0,21a(31%) 0,17 b (6%)

E.F. (No, hojas) 9,6 a (23%) 8,26 b (6%)

LR.(m)  10,24a(18%) 9,08 a (5%)

V.R. (cm?3)

0,56 a (30%)
0,19 a (19%)
9,48 a (21%)
9,79 a (13%)

130,5 ab (9%) 126,7 ab (6%) 143,0 ab (19%) 153,1 a (28%)

0,57 a (32%) 0,43 c 0,49 b (13%)

0,20 a (25%) 0,16 b 0,17 b (6%)
9,41a(21%) 7,79c 8,38 b (8%)
10,13a(17%) 8,65a 8,68 a (0%)

119,7b  134,1 ab (12%)

*Medias seguidas de la misma letra en cada fila no difieren entre si, segun la prueba de Duncan (P<0,05). Valores entre
paréntesis son calculados sobre el valor referencial del testigo quimico.

** AP= Altura planta, CP= Circunferencia pseudotallo, EF= Emision foliar, LR= Longitud raiz, VR= Volumen raiz.

*** T1= Trichoderma - Guatemala, T2= Trichoderma — Costa Rica, T3= Fusarium — Talamanca, C.R., T4= Fusarium —
Sixaola, C.R., T5= Testigo comercial (nematicida), T6= Testigo absoluto.
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testigo quimico, siendo en T1 y T4 los mayores
valores observados. Ademas, en estos mismos
tratamientos T1 (-6 %) y T4 (-8 %) se registraron
los menores porcentajes de biomasa muerta.
Segun estos resultados, una unica inoculacién
con hongos endofiticos promueve una mayor
sanidad al sistema y brinda una alternativa con-
fiable para sustituir las aplicaciones de agroqui-
micos en el control de fitonematodos.

En la finca DUACARI-2, las variables morfologi-
cas de crecimiento de la planta presentaron dife-
rencia significativa (P<0.05) entre tratamientos,
con excepcion en LR, donde los promedios os-
cilaron entre 9,71 y 10,84 m (Cuadro 4). De igual
manera que en la finca CARMEN-2, el aislado T.
atroviride T1 promovioé mayor crecimiento en las
plantas, expresado en AP (14 %), CP (15 %), EF
4 %) y VR (19 %) que las manejadas en ambos
testigos. Sin embargo, las plantas con manejo
quimico crecieron mas en altura, circunferen-
cia y emision foliar, que las inoculadas con los
demas aislados (T2, T3 y T4).

Las variables asociadas a la sanidad del siste-
ma radical presentaron diferencia significativa
(P<0,05) entre tratamientos, a excepcién del
peso muerto (Cuadro 5). La unica inoculacion
que propicié una condicion sanitaria (peso fun-
cional) mas elevada en las raices que las del
testigo quimico fue T. atroviride T1. De igual
manera, este mismo aislado protegié mejor la

planta al permitir menor indice de severidad (-13
%) y dano necrotico (-9 %) en las raices.

DISCUSION

En las dos fincas se registré el efecto de los hon-
gos endofiticos sobre el crecimiento de plantas,
los aislados T. atroviride T1 y F. oxysporum T4
fueron los mejores en este sentido. Puede atri-
buirse por el estimulo directo en el crecimiento
de biomasa radical y solubilizacion de nutrien-
tes, e indirecto por el biocontrol ejercido sobre
fitonematodos, permitiendo una mayor eficiencia
del sistema radical en la exploracion y absorcién
de nutrientes (Sikora y Pocasangre 2004).

La sanidad del sistema radical también fue afec-
tada positivamente en las plantas de banano
inoculadas con los hongos endofiticos, princi-
palmente por T1 y T4 en ambas fincas. Morales
(2014) ha registrado que estos microorganismos
poseen la capacidad para reducir significativa-
mente las poblaciones de fitonematodos, princi-
palmente R. similis. Se ha observado también
que los hongos tienen la capacidad de proteger
la planta hospedera por medio de: 1) enzimas
y metabolitos secundarios con actividad anti-
patogeno, 2) incremento de la expresion de me-
canismos de defensa y 3) ocupaciéon del nicho
ecolégico (Gao et al, 2010).

Cuadro 3. Efecto de hongos endofiticos sobre la sanidad del sistema radicular del banano en la finca Carmen-2.

Variables** T T2 T4 5 T6
RF.(g) 249,2a(43%) 212,2b(22%) 239,6a(37%) 257,2a(47%) 174,7c  248,8 a (42%)
RM.(g) 533b(-6%) 589ab(3%) 6,07ab(7%) 525b(-8%) 569ab 6,37 a (12%)

1.S. 1,50 a(-3%) 1,75a(13%) 1,85a(19%) 1,50 a (-3%) 1,55a 1,80 a (16%)

PRN.  1045a(-2%) 10,85 a (2%)

10,75 a (1%)

10,30 a (-3%) 10,65 a 11,70 a (0%)

*Medias seguidas de la misma letra en cada fila no difieren entre si, segun la prueba de Duncan (p<0,05). Valores entre
paréntesis son calculados sobre el valor referencial del testigo quimico.

** RF= Peso funcional, RM= Peso muerto, IS= Indice de severidad, PRN= Porcentaje de raiz necroética

*** T1= Trichoderma - Guatemala, T2= Trichoderma — Costa Rica, T3= Fusarium — Talamanca, C.R., T4= Fusarium —
Sixaola, C.R., T5= Testigo comercial (nematicida), T6= Testigo absoluto.



Vol. 68 (1-2)

Agronomia Tropical 2018

Cuadro 4. Efecto de hongos endofiticos sobre el crecimiento en plantas de banano en la finca Duacari-2.

Variables* T T2 T3 T4 T5 T6
A.P. (m) 0,74a(14%) 0,61d(-6%) 0,64 bc(-2%) 0,60d(-8%)  0,65bc 0,68 b (5%)
C.P.(m) 023a(15%) 019¢(-5%) 020c¢(0%) 0,19¢(-5%) 020bc  0,22b (10%)

E.F. (No. hojas) 9,17 a(4%)  838¢c(-5%) 8,67 bc(-2%) 8,38¢c(-5%)  8,80b 8,70 be (-1%)
L.R. (m) 1084a(7%) 981a(-3%) 10,39a(3%) 971a(4%)  10,09a 10,09 a (0%)
VR.(cm®)  199,8a(19%) 137,9c(-18%) 191,2ab (13%) 153,6 abc (9%) 168,4abc  143,6 bc (-15%)

*Medias seguidas de la misma letra en cada fila no difieren entre si, segun la prueba de Duncan (p<0,05). Valores
entre paréntesis son calculados sobre el valor referencial del testigo quimico.

** AP= Altura planta, CP= Circunferencia pseudotallo, EM= Emisién foliar, LR= Longitud raiz, VR= Volumen raiz.

*** T1= Trichoderma - Guatemala, T2= Trichoderma — Costa Rica, T3= Fusarium — Talamanca, C.R., T4= Fusarium —
Sixaola, C.R., T5= Testigo comercial (nematicida), T6= Testigo absoluto.

Cuadro 5. Efecto de hongos endofiticos sobre la sanidad del sistema radicular del banano en la finca

Duacari-2.
Variables* ™ T2 T3 T4 T5 T6
R.F. (9) 2242 a(10%) 1819b (-11%) 195,8 ab (-4%) 172,0b (-16%) 204,2 ab 182,3 b (-11%)
RM.(g) 581a(-12%) 6,23a(-6%) 6,47 a(-2%) 6,49 a (-2%) 6,63 a 6,97 a (1%)
1.S. 1,30 ¢ (-13%) 1,80 a (20%) 1,70 ab (13%) 1,40 bc (-7%) 1,5 abc 1,80 a (20%)
P.R.N. 10,00 a (-9%) 11,10a(1%)  11,45a(4%) 10,75 a (-2%) 11,00 a 11,95 a (9%)

*Medias seguidas de la misma letra en cada fila no difieren entre si, segun la prueba de Duncan (P<0,05).
Valores entre paréntesis son calculados sobre el valor referencial del testigo quimico.
** RF= Peso funcional, RM= Peso muerto, IS= Indice de severidad, PRN= Porcentaje de raiz necrdtica.

*** T1= Trichoderma - Guatemala, T2=

Trichoderma — Costa Rica, T3=

Fusarium — Talamanca, C.R.,

T4= Fusarium — Sixaola, C.R., T5= Testigo comercial (nematicida), T6= Testigo absoluto.

Clay et al. 1985 y Pocasangre et al. 2001 sos-
tienen que algunos aislados endofiticos realizan
infecciones en las raices para estimular su cre-
cimiento y producir rizodeposiciones con efectos
alelopaticos sobre plagas del suelo. Hernandez
et al. (2016) registraron que vitroplantas de pla-
tanos y bananos crecieron significativamente en
la parte vegetativa y radical al ser protegidas con
el hongo endéfito Pochonia chlamydosporia var.
Catenulata (Goddard) Zare y Gams cepa IMI SD
187 (KlamiC®).
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CONCLUSIONES

En ambas fincas, la inoculacion con Trichoderma
atroviride y Fusarium oxysporum estimularon
mas el crecimiento y sanidad en las plantas de
banano en comparacion a las del testigo quimico.

Los aislados Trichodermaatroviride proveniente
de Guatemala (T1) y Fusarium oxysporum pro-
veniente de Sixaola, Costa Rica (T4), ocasio-
naron las mejores respuestas en crecimiento y
sanidad en las plantas de banano, reflejadas en
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altura de planta, circunferencia de pseudotallo,
emision foliar y peso funcional de raiz.
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