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INTRODUCCION GENERAL

El banano es un cultivo originario del suroeste de Asia, el cual se ha extendido a muchas
zonas de Ameérica Central y América del Sur. Pertenece a la familia Musaceae y la mayoria de sus
cultivares tuvieron origen en dos especies silvestres: Musa acuminata (A) y Musa balbisiana (B)
que debido a su poliploidia e hibridacion generaron las variedades cultivadas actualmente (Hoyos
et al., 2012). Este se cultiva en todas las regiones tropicales y tiene una importancia fundamental
para las economias de muchos paises en desarrollo, es el cuarto cultivo alimentario mas importante
en el mundo (Arias et al., 2004).

Los problemas mas comunes asociados a la actividad bananera se relacionan con
enfermedades y plagas; entre estas Gltimas, hongos, bacterias, virus y nematodos (Cooman, 2009).
Estos ultimos provocan dafio en sus raices y cormos, por lo que afectan su crecimiento y desarrollo.
El nematodo fitoparasito mas destructivo en las plantaciones de banano en todo el mundo es R.
similis. De acuerdo con Cafiizares (2003) es la especie de mayor importancia en las regiones
tropicales y subtropicales. Debido a que estos nematodos generan dafios en las raices y el cormo,
inducen a un crecimiento deficiente de las plantas. Adicionalmente, las hojas crecen mas pequefias
y en menor namero, los frutos tienen un peso reducido y las plantas se vuelcan con facilidad debido
a la pudricion del sistema radical (Valencia, 2014).

La manera tradicional y frecuente de combatir los nematodos fitoparasitos en muséaceas, ha
sido por medio del uso de agroquimicos como carbamatos y organofosforados (Gomez, Mario, y
Rojas, 2008). Sin embargo, el control quimico aparte de que afecta a grupos de nematodos
benéficos perjudica también a las poblaciones de microorganismos, asi como la estructura fisica'y
quimica del suelo (Meneses, 2003).

Es por esto, que la creciente busqueda de alternativas de manejo integrado de plagas y
enfermedades ha llevado a realizar muchas mas investigaciones sobre el potencial que poseen los
microorganismos dentro de los sistemas productivos para disminuir la dependencia de productos
quimicos sintéticos y el impacto sobre el ambiente (Morales, 2014). En este sentido, el uso de
hongos para el control bioldgico es una alternativa utilizada como herramienta de manejo de
plagas, mediante el desarrollo de bioplaguicidas.

Existe evidencia de la diversidad del uso de hongos como controladores biologicos de

plagas, resultando muy efectivos. Por su parte, Fernandez, Bulla, Sanabria y Pulido (2019)
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indicaron que existen mas de 300 especies de hongos que controlan nematodos (HN). Existen
reportes que demuestran el potencial de control sobre R. similis y de otros nematodos, por medio
del efecto de hongos como P. lilacinum, Trichoderma spp., Arthrobotrys cladode y Aspergillus
niger (Corbana, 2009). En suelos de Costa Rica los HN se encuentran ampliamente distribuidos;
se han encontrado especies de Arthrobotrys oligospora, A. conoides, A. dactyloides, Candelabrella
musiformis y Monacrosporium sp., ya que estos han sido aislados de diversos tipos de sustratos,
sistemas productivos, y areas geogréficas (Peraza et al., 2011; Soto, 2011).

Cabe mencionar que, de acuerdo con su estrategia de captura, los HN pueden clasificarse
en endoparasitos y depredadores (Cole y Kendrick, 1981). Los hongos endoparasitos forman
estructuras adhesivas o de ingestion (conidios adhesivos o ingeribles) y asi infectan a los
nematodos (Barron, 1977; Peraza et al., 2011). En el caso de los hongos depredadores se
caracterizan por producir una red hifal extensa en el sitio donde se encuentran. Las estructuras
predadoras de estos hongos pueden ser muy simples y forman hifas adhesivas septadas, o
complejas como redes y botones adhesivos, anillos constrictores y no constrictores (Lazcano et
al., 2015).

Segun Chaves (2007), Trichoderma sp. y Fusarium sp. son los géneros mas abundantes de
hongos endofiticos presentes en tejidos internos de raices de banano y que muestran un alto
potencial como antagonistas de los nematodos, encontrando reducciones de hasta un 90% en la
poblacion final de R. similis en el sistema radical de plantas de banano protegidas con estos hongos
endofiticos. Por lo anterior, esta investigacion plantea la busqueda de una herramienta de control
bioldgico mediante la identificacion y uso posterior de HN, contra el nematodo barrenador del
banano (R. similis) en condiciones in vitro, como una alternativa al uso indiscriminado de

productos quimicos en las zonas bananeras de Costa Rica.
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Aislamiento e identificacién de hongos nematéfagos en fincas
bananeras de la Region Huetar Atlantica de Costa Rica!

Isolation and identification of nematophagous fungi in banana
plantations in the Huetar Atlantic Region of Costa Ricat

Berlioth Ugalde-Monge?, Roy Artavia-Carmona?®, Irena Hilie-Rodriguez*, Walter Peraza-Padilla®
Resumen

Introduccién. El uso de hongos nematéfagos (HN) para el control biolégico de nematodos es una
alternativa para reducir el uso de productos quimicos sintéticos en cultivos agricolas importantes.
Objetivo. Aislamiento e identificacion de hongos HN presentes en muestras de suelo de
plantaciones de banano de la region Huetar Atlantica. Materiales y métodos. El estudio se
desarrollé entre mayo de 2021 y junio de 2023 a partir de muestras de suelo procedentes de cinco
cantones de la region Huetar Atlantica de Costa Rica. Se analizaron diez muestras de suelo
mediante el método de espolvoreado en placas con agar-agua para buscar estructuras de HN. Para
la seleccion y purificacién de hongos nematéfagos se utilizaron placas Petri con papa dextrosa agar
(PDA), identificando las estructuras morfoldgicas para el diagndstico a nivel de género. Los hongos
identificados morfolégicamente se replicaron y se conservaron en una micoteca en viales con PDA
y aceite mineral a 4 °C. De los hongos aislados y purificados se extrajo el ADN y mediante
amplificacion por PCR (Reaccion de Cadena de la Polimerasa) y secuenciacion bidireccional de
diferentes regiones del genoma (ITS, TEF1-q, rpb2 y B-tubulina), se identificaron molecularmente.
Resultados. Se aislaron e identificaron doce hongos, entre ellos Trichoderma asperellum,
Penicillium steckii, Purpureocillium lilacinum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium
pseudocircinatum, y Talaromyces sp. Conclusion. La diversidad de hongos nematéfagos
encontrada en la Regién Huetar Atlantica apunta hacia su potencial uso como agentes de control

bioldgico.
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Abstract

Introduction. The use of nematophagous fungi (NF) for biological control of nematodes is an
alternative to reduce the use of synthetic chemicals in important agricultural crops. Objective. To
isolate and to identify NF present in soil samples from banana plantations in the Huetar Atlantica
region. Materials and methods. The study was developed between May 2021 and June 2023 from
soil samples from five cantons of the Huetar Atlantic region of Costa Rica. Ten soil samples were
analyzed by the water-agar plate sprinkling method to search for NF structures. For selection and
purification of nematophagous fungi, Petri dishes with PDA were used, identifying morphological
structures for diagnosis at genus level. Morphologically identified fungi were replicated and
preserved in vials with PDA and mineral oil at 4°C. DNA was extracted from the isolated and purified
NF and through PCR amplification (Polymerase Chain Reaction) and bidirectional sequencing of
different genome regions (ITS, TEF1l-a, rpb2 and B-tubulin), they were molecularly identified.
Results. Twelve fungi were isolated and identified, including Trichoderma asperellum, Penicillium
steckii, Purpureocillium lilacinum, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium
pseudocircinatum, and Talaromyces sp. Conclusion. Diversity of nematophagous fungi found in the

Huetar Atlantic Region points to its potential use as biological control agents.

Keywords: biological control, taxonomy, molecular identification, BLAST, musaceae

Introduccién

En Costa Rica, hay 43 444 hectareas destinadas al cultivo de banano, distribuidas en 153
fincas. Los cantones de Matina, Siquirres y Pococi son los que poseen la mayor cantidad de area
sembrada, representando el 26, 19y 17 %, respectivamente (Ministerio de Agricultura y Ganaderia,
MAG, 2022). Durante el afio 2019, la produccion de banano destinada a la exportacion alcanz6 121
millones de cajas, cada una con un peso promedio de 18,14 kg. Este desempefio representd un
ingreso de divisas que supero los USD 1004,5 millones en el pais (Promotora de Comercio Exterior
de Costa Rica, PROCOMER, 2020). Ademas, el sector bananero tuvo un impacto significativo en el
empleo, ya que proporciondé trabajo directo a unas 43 000 personas y de forma indirecta cerca de
100 000 empleos adicionales (Rojas-Contreras, 2021).



Al igual que cualquier sistema productivo, las plantaciones de banano a nivel global enfrentan
desafios asociados con enfermedades y plagas, siendo los nematodos fitoparasitos (NF) uno de los
problemas mas significativos. La infestacion por nematodos puede causar dafios de consideracion
en las raices y los cormos de las plantas, lo que conduce a una reduccién en el crecimiento y
desarrollo de la planta. Este impacto afecta la calidad y la cantidad de frutos (Morales-Garcia, 2014;
Robinson et al., 1999).

Entre los NF que afectan la produccién de banano, Radopholus similis Cobb Thorne destaca
como la especie mas perjudicial a nivel mundial, especialmente en plantaciones comerciales del
subgrupo Cavendish en regiones tropicales y subtropicales (Cafizares-Monteros, 2003). En algunos
paises, la infestacion por nematodos ha causado reducciones de hasta el 50 % en el rendimiento,
lo que resulta en pérdidas econémicas significativas para los pequefios productores (Valencia-
Serna, 2014).

La estrategia mas comun para controlar NF en plantaciones de banano es mediante el uso
de productos quimicos sintéticos como carbamatos y organofosforados (Gomez et al., 2008). Sin
embargo, debido a la busqueda de alternativas ambiental y econémicamente mas sostenibles, mas
saludables para el ser humano y eficaces en el manejo integrado de plagas, la investigacion se ha
dirigido hacia el potencial de biocontrol que presentan diferentes microorganismos. Este enfoque
busca mejorar la eficiencia en el uso de los recursos, disminuir la dependencia de productos
quimicos sintéticos y reducir el impacto ambiental y a la salud (Morales-Garcia, 2014; Vargas, 2017;
Cedefo, 2017). En este contexto, el uso de hongos como herramienta de manejo de plagas
mediante el desarrollo de bioplaguicidas, se ha convertido en una alternativa cada vez mas
empleada.

Se han identificado mas de 700 especies de hongos entre las cuales existen algunos
entomopatdgenos eficaces en el control de una amplia variedad de insectos plaga, asi como hongos
que controlan otros hongos (Espinel-Correal et al., 2018). Por su parte, Fernandez-Jiménez et al.
(2019) indicaron que existen mas de 300 especies de hongos que controlan nematodos (HN) los
cuales, segun su estrategia de captura, se clasifican en endoparasitos y depredadores (Cole &
Kendrick, 1981). Los hongos nematdfagos endoparasitos forman estructuras adhesivas o de
ingestién (conidios adhesivos o ingeribles) y asi infectan nematodos o parasitan huevos formando
apresorios (Barréon, 1977; Peraza-Padilla et al., 2011). En el caso de hongos depredadores,
producen una red de hifas extensa en el sitio donde se encuentran.

La evidencia cientifica respalda la eficacia del uso de hongos como agentes de control
biol6gico de plagas (Acufia-Segura & Brenes-Madriz, 2020). Especies como Duddingtonia flagrans

Duddington, Cooke (Reyes-Guerrero et al., 2021; Mendes et al., 2022) y varias pertenecientes al
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género Arthrobotrys Hard, tales como A. musiformis Drechsler, A. oligospora Zopf, A. robusta
Duddington y A. superba Corda han sido utilizadas de forma exitosa en el control de parasitos de
rumiantes (Rodriguez-Labastida, 2019). Ademas, se ha documentado que otros hongos resultan
altamente efectivos en el combate de NF. También, otras especies como Verticillium
chlamydosporium Goddard, Trichoderma spp., Persoon, Purpureocillium spp., Bainier, F.
oxysporum y Monacrosporium spp., han demostrado su eficacia contra nematodos de la especie
Meloidogyne javanica Treub, Chitwood (Ferndndez-Jiménez et al., 2019; Quevedo et al., 2022).

Si bien diversos microorganismos del suelo pueden ser considerados como controladores
biolégicos, los géneros Trichoderma y Fusarium Link destacan como los hongos endofiticos mas
abundantes en los tejidos internos de raices de banano (Alvarez-Ortega & Gutiérrez-Miranda, 2022).
Estos hongos han demostrado potencial como antagonistas de nematodos, ya que han logrado
reducciones de hasta el 90 % en poblaciones de R. similis en las raices de plantas de banano que
han sido protegidas con estos hongos (Chaves-Méndez, 2007).

En un estudio llevado a cabo por Ali et al. (2022) se comprob6 el potencial nematicida de
varias especies de Trichoderma, siendo la mas efectiva la especie T. harzianum. Esta especie
demostré un efecto ovicida y larvicida significativo, alcanzando un 100 % de eficacia contra huevos
y larvas de segundo estadio (J2) del nematodo Meloidogyne incognita Kofoid and White. Ademas,
existen algunos aislamientos de Fusarium que son endéfitos de plantas asintométicas, los cuales
pueden producir sustancias promotoras de crecimiento vegetal y funcionan como inductores de
resistencia o tolerancia a diferentes fitopatdgenos (Chinchilla-Salazar, 2020). De acuerdo con Silva-
Valenzuela et al. (2020) la interaccion entre F. oxysporum, platano y R. similis permitié que los
exudados radicales emanados por las plantas de platano colonizadas con el hongo enddfito
redujeran el nimero de juveniles y adultos de R. similis hasta en un 50 %, lo que mejor6 la salud y
el rendimiento del cultivo.

La eficacia de Purpureocillium lilacinum (Thom) Samson y en particular, su capacidad para
incidir e infectar en las fases iniciales del desarrollo de huevos del nematodo agallador M. enterolobii
Yang & Eisenback fueron comprobadas por Silva et al. (2017). En dicha investigacion, se
observaron porcentajes de parasitismo que oscilaron entre un 57 % y un 84 % en comparacion con
los huevos no tratados.

Debido a su ubicacion en una region tropical, Costa Rica alberga una amplia diversidad de
hongos en sus ecosistemas naturales y agricolas. Esta riqueza fungica le confiere un potencial
significativo para aprovechar los hongos como una estrategia de control biol6gico (Varela-

Benavides et al., 2017). Por lo anterior, la presente investigacion tuvo como objetivo el aislamiento
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e identificacion de HN presentes en muestras de suelo de plantaciones de banano de la Regién
Huetar Atlantica de Costa Rica.

Materiales y métodos

Recoleccién de muestras de suelo

Durante los meses de junio a agosto del 2021 se llevé a cabo una prospeccién de suelo en
seis fincas comerciales y no comerciales de banano en los cantones de Limén, Guacimo, Pococi,
Siquirres y Talamanca de la region Huetar Atlantica (Cuadro 1). Se realiz6é un muestreo al azar, con
veinticinco submuestras por hectarea de cada finca. Estas submuestras se recolectaron a una
profundidad de 0 a 25 cm, con el objetivo de asegurar que las muestras fueran representativas
reduciendo el sesgo en los resultados.

El suelo se recolectd utilizando una pala, evitando alterar la capa superficial de materia
organica. Luego, se procedié a dividir el suelo en cuartos, hasta obtener una muestra de 1 kg, la
cual fue depositada en bolsas de polietileno. Estas bolsas fueron debidamente identificadas con la
fecha y ubicacién de la recoleccién, asi como las coordenadas geograficas correspondientes.
Posteriormente, las muestras se trasportaron en un recipiente herméticamente sellado, hasta el
Laboratorio de Nematologia de la Escuela de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional para su

procesamiento y analisis correspondiente.

Cuadro 1. Caracteristicas de los sitios de procedencia de las muestras de suelo analizadas. (Regién
Huetar Atlantica, Costa Rica. 2021).

Table 1. Characteristics of the origin sites of soil samples analyzed. (Huetar Atlantic Region, Costa
Rica. 2021).

Cantoén Localizacién Coordenadas ZOT“"‘ de Altitud
vida* (msnm)
. 9°70°82,69” N
Limén Cerere 82°99'43 65" O bmh-T 11
10°29°44,23" N
Tortuguero 83°37°08.56” O bmh-T 16
Pococi 10°18°21,62” N
Lomas 83°29'31.51” O bmh-T 15
L 10°19°90,28” N
Siquirres El Carmen 83°47°84.66" O bmh-P 20
. C o 10°34°42,15" N
Guéacimo Duacari N°2 83°62'93.68” O bmh-P 37
Talamanca Bajo Coen 9°5544,20° N bh-T 94

83°00'51,54" O

*Segun clasificacion de Holdridge (1982): bmh-T (Bosque muy Himedo Tropical), bmh-P
(Bosque Humedo Premontano), bh-T (Bosque Himedo Tropical).

*According to Holdridge's (1982) classification: bmh-T (Very Humid Tropical Forest), bmh-
P (Premontane Humid Forest), bh-T (Tropical Humid Forest).
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Andlisis de texturay pH de las muestras de suelo

Para llevar a cabo el andlisis textural, se utilizé la metodologia propuesta por Bouyoucos
(Nunez-Solis, 1996; Maldonado-Paucar, 2016). Una vez calculados los porcentajes de particulas de
arena, limo y arcilla, se utilizé el diagrama textural del Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA) para determinar la textura de cada muestra de suelo (Nesta-Silva & Rodrigues-
Nunes, 2014). En el caso de medicidén del pH se realizd segun la metodologia de Lépez-Aguilar et
al. (2002). Estos procedimientos se llevaron a cabo con el propésito de establecer posibles

relaciones entre estas variables y la presencia de hongos nematéfagos en el suelo.

Aislamiento y purificacién de HN

Para el aislamiento y purificacion de los hongos presentes en las muestras de suelo, se
utilizé el método de "espolvoreado en placa" descrito por Barron (1977) para el aislamiento de HN.
Esta técnica consistié en utilizar entre 0,5 a 1,0 g de suelo de cada muestra recolectada los cuales
se colocaron en platos Petri de 9 cm de diametro que contenian agar-agua (AA). Posteriormente,
los platos se incubaron a temperatura ambiente (18-26 °C) y con luz natural durante cinco dias.
Transcurrido ese tiempo, se inici6 la busqueda de estructuras tales como hifas, esporas o
nematodos parasitados.

Después de identificar la presencia de estas estructuras, se procedié al aislamiento de cada
una de ellas. Para ello, se empled un pincel delgado con un cabello fino en su extremo. Cada
estructura hallada fue transferida a placas Petri que contenian medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar
(PDA) para favorecer el crecimiento micelial y Acido lactico al 25 % (p/v) para acidificar el medio
con el objeto de evitar el desarrollo de bacterias (Sanchez-Miranda et al., 2021).

Después las placas Petri se incubaron durante siete dias a temperatura ambiente y
posteriormente se llevé a cabo la fase de purificacion y replicacion de cada aislamiento. Ademas,
una vez que se purificaron los aislamientos individualmente, se realiz6 la identificacion morfologica
de los hongos mediante un analisis comparativo de la morfologia de cada hongo, recurriendo a las
claves dicotémicas descritas por Cooke y Godfrey (1964); Barnett y Hunter (1998).

Luego, con el objetivo de obtener aislamientos genéticamente puros se procedié a realizar
cultivos monosporicos mediante la técnica descrita por Cafiedo y Ames (2004), los cuales se
incubaron a temperatura ambiente durante cinco dias. Finalmente, mediante el "método de

conservacion en aceite mineral estéril" de Little y Gordon (1967) y adaptado por Deshmukh (2003),
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estos hongos se conservaron en viales en una micoteca a una temperatura de 4 °C, con la finalidad

de disminuir la tasa metabdlica de los hongos.

Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion

A partir de cultivos monospéricos de los hongos aislados se hizo extraccion de ADN
utilizando la metodologia propuesta por Hoyos et al. (2008) con algunas modificaciones. Se verificd
la calidad y la cantidad de los ADNs extraidos mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8 %
(p/v) tenidos con GelRed 1X y sometidos a luz UV. Para la identificacion de los aislamientos se
amplificaron diferentes regiones del genoma (ITS, TEF1-a, 1-alfa, rpb2 y p-tubulina) mediante PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Cada reaccién de PCR contenia un volumen total de 25 pl
distribuido en 7,25 ul de agua ultrapura, 2,5 ul de DreamTaq buffer 10X, 2,5 pul de dNTPs, 2,5 ul de
cada imprimador (10 uM), 0,25 yl de enzima DreamTaq polimerasa y 7,25 ul de ADN.

Para la identificacion de los aislamientos del género Trichoderma, se amplifico parcialmente
el gen que codifica para el factor de elongacion de la traduccién 1l-alfa (TEF1-a). Para ello se
utilizaron los cebadores EF-728M (5’-CATYGAGAAGTTCGAGAA GG) y EF-2R (5-GGARGT
ACCAGTSATCATGTT) reportados previamente por Todd (2019); Umafia-Castro et al. (2019).

Para el género Fusarium se emplearon dos pares de cebadores, EF1F (5
ATGGGTAAGGARGACAAGAC) y EF2R (5 GGARGTACCAGTSATCATGTT) que amplifican
también el TEFl-a y el ITS1 (5 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC) que amplifican los espaciadores internos transcritos del ADN
ribosomal, segun los protocolos propuestos por O'Donnell et al. (1998); Herndndez-Medina et al.
(2015).

Para los hongos Penicillium sp. y Talaromyces sp., Benjamin se utilizaron dos pares de
cebadores, Bt2a (5' GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC) y Bt2b (5' ACC CTC AGT GTAGTG
ACC CTT GGC) que amplifican parcialmente el gen de la B-tubulina, a una temperatura de
hibridacion de 58°C, y frpb2-5F (5' GAY GAY MGW GAT CAY TTY GG) junto con frpb2-7CR (5'
CCC ATR GCT TGY TTR CCC AT) que amplifican una regién de la subunidad 2 de la ARN
polimerasa, a una temperatura de hibridacion de 57°C segun lo propuesto por Liu (1999);
Rodriguez-Andrade (2020).

En el caso de P. lilacinum también se emplearon dos pares de cebadores, Bt2a/Bt2b e ITS4
(5'TCCTCCGCTTATTGATATGC) / ITS5 (5' GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) reportados por
Maldonado-Haro (2019); Almaraz-Sanchez et al. (2012) bajo las mismas condiciones de

termociclado anteriormente descritas para esos cebadores.
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Los productos de PCR se evaluaron por medio de electroforesis en geles de agarosa
TopVision al 1 % tefiidos con GelRed 1X y sometidos a luz UV. Posteriormente, se enviaron los
productos de PCR obtenidos de todos los hongos aislados a la empresa Macrogen Inc. (Corea del
Sur) para su purificacion y secuenciaciéon en ambas direcciones mediante el método Sanger.

Una vez obtenidas las secuencias se construyeron secuencias consenso y se editaron utilizando el
programa BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.2.5, a partir de las dos hebras (forward y
reverse) y los electroferogramas obtenidos. Finalmente, se compararon las secuencias de ADN
obtenidas con accesiones reportadas en el GenBank® por medio de la herramienta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology Information)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para la identificacion de especies.

Andlisis de texturay pH de las muestras de suelo

Para llevar a cabo el analisis textural, se utilizé la metodologia propuesta por Bouyoucos
(Maldonado-Paucar, 2016; Nufiez-Solis, 1996). Una vez calculados los porcentajes de particulas de
arena, limo y arcilla, se utilizé el diagrama textural del Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA) para determinar la textura de cada muestra de suelo (Nesta-Silva & Rodrigues-
Nunes, 2014). En el caso de medicién del pH se realizé segun la metodologia de Lépez-Aguilar et
al. (2002). Estos procedimientos se llevaron a cabo con el propésito de establecer posibles

relaciones entre estas variables y la presencia de hongos nematéfagos en el suelo.

Resultados

Identificacion morfolégica y molecular de hongos nemat6fagos

Se logré aislar 12 especies de hongos a partir de las muestras suelo bananero de los
cantones de Limon, Guacimo, Pococi, Siquirres y Talamanca. Las especies de hongos identificadas
fueron Trichoderma asperellum, Fusarium oxysporum Snyder y Hansen, F. pseudocircinatum, F.
solani, Purpureocillium lilacinum, Penicillium steckii y Talaromyces sp. (Cuadro 2). El 50 % de los
aislamientos fueron del género Fusarium, 25 % de Trichoderma y un 8,33 % de cada uno de los
géneros Penicillium, Purpureocillium y Talaromyces. De los hongos aislados, en la literatura se

reporta a T. asperellum, F. oxysporum, F. solani y P. lilacinum como HN.
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Cuadro 2. Identificacion molecular de hongos nematofagos aislados de plantaciones comerciales y
no comerciales de banano en la Region Huetar Atlantica. (Universidad Nacional, 2023).

Table 2. Molecular identification of nematophagous fungi isolated from commercial and non-
commercial banana plantations in the Huetar Atlantic Region. (Universidad Nacional, 2023).

Cantén

Region del

- e - Pais de .
*
Cédigo Identificacion genoma Accesion referencia Referencia
amplificada
Fox1 Fusarium TEF1-a MN386726 Malasia Kee et al. (2020)
oxysporum ITS MT560381 China Wang, 2020
Limén Trichl Trichoderma TEF1-a MZ442656 Paraguay Florentin, 2022
asperellum
Trich2 Trichoderma MZ442656 Paraguay Florentin, 2022
asperellum TEF1-a GU198293 Pert Samuels et al. (2015)
o Fusarium TEF1-a MN386726 Malasia Kee et al. (2020)
Siquirres Fox2 o -
oxysporum ITS OR388100 México Valencia-Yah et al. (2023)
Fox4 Fusarium TEF1l-a MN386726 Malasia Kee et al. (2020)
Talamanca oxysporum ITS DQO016213  Estados Unidos Stewart et al. (2006)
: lilacinum ITS GU980035 Tailandia Ridkaew et al. (2012)
Fps qus"’.‘”‘.‘m TEF1-a MT011003  Paises Bajos Yang et al. (2020)
Pococi pseudocircinatum
Trichg ~ Yichoderma TEFl-a  MZ442656 Paraguay Florentin, 2022
asperellum
Fox3 Fusarium TEF1-a MN386726 Malasia Kee et al. (2020)
oxysporum ITS KU939031 China Wang et al. (2018)
b benicill i rpb2 KX650039 Brasil Cardoso et al. (2021)
st enicilllum steckll 5 yibulina  KY469196 Canada Visagie et al. (2020)
- rpb2 KX657522 Estados Unidos Peterson y Jurjevi¢, 2017
Guacimo Tal Talaromyces sp
B-tubulina MK951834 Sudéafrica Visagie y Houbraken, 2020
TEFl-a KF255484  Paises Bajos Van Diepeningen et al.
Fsol Fusarium solani (2014)
ITS FJ224382 Puerto Rico Estévez, 2009

*|dentificacion obtenida utilizando la herramienta en linea BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del
NCBI (Centro Nacional de Informacién Biotecnologica).
*|dentification obtained using the NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) online tool.

Se logré amplificar con éxito mediante la reaccion de la cadena de la polimerasa, (PCR en

inglés) las distintas regiones del genoma seleccionadas para el analisis molecular (ITS, TEF1-q,

rpb2 y B-tubulina) que permitieron la correcta identificacion a nivel de especie de los hongos

aislados. El unico aislamiento que no se pudo identificar molecularmente a nivel de especie fue

Talaromyces sp. (Tal).

A continuacion, se realiza una descripcion morfolégica y molecular de cada uno de los

hongos aislados e identificados.
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Purpureocillium lilacinum

Se identifico el hongo P. lilacinum (Pli) en la muestra de suelo recolectada en el cantdn
de Talamanca. A partir del quinto dia de incubacion, el hongo presento la formacién de micelio
en la placa Petri. Dos dias después, se observo un desarrollo micelial de 4 cm de didmetro, de

color blanco, de apariencia algodonosa y rapida esporulacién (Figura 1).

Figura 1. Estructuras de caracterizacion morfolégica y microscopica del hongo Purpureocillium
llacinum en medio PDA. a. Fialides. b. Conidios. c. Conidi6foros de P. lilacinum (Pli) de
Talamanca. (Universidad Nacional, 2023).

Figure 1. Morphological and microscopic characterization structures of the fungus
Purpureocillium lilacinum in PDA medium. a. Phialides. b. Conidia. c¢. Conidiophores of P.
lilacinum (Pli) from Talamanca. (Universidad Nacional, 2023).



En los dias siguientes a la esporulacion, el hongo adquirié una tonalidad lilhcea con un
crecimiento expandido.

Morfolégicamente, se observo la presencia de fidlides hinchadas en la base, las cuales
se estrechaban hacia las puntas (Figura 1a). En estas estructuras, se observo la presencia de
conidios unicelulares con forma globosa (Figura 1b). Los conidi6foros de P. lilacinum eran
erectos y agrupados formando ramificaciones. Estos conidioforos libres son llamados también
verticilados debido a su disposicién en verticilos (Figura 1c) que constan de ramas Yy fialides.

Con base a las secuencias de ADN, P. lilacinum (Pli) presenté un nivel de homologia del
99,7 % (303pb/304pb) de la secuencia parcial del gen de la B-tubulina y una cobertura de 100
% con respecto a P. lilacinum (KY488512) reportado en Brasil. Ademas, este mismo aislamiento
present6 100 % de homologia (560pb/560pb) y cobertura de la regién ITS de su ADN ribosomal
con P. lilacinum (GU980035) reportado en Tailandia.

Trichoderma asperellum

Los aislamientos de T. asperellum, Trichl y Trich2 se obtuvieron a partir de muestras de
suelo del cantén de Limén, mientras que el aislamiento Trich3 se aisl6 de muestras de suelo del
cantén de Pococi. Las Figuras 2A, 2B, y 2C ilustran los aislamientos de T. asperellum obtenidos
en las distintas localidades que se caracterizaron por presentar colonias con micelio plano y

compacto.



Figura 2. Estructuras de caracterizacion morfolégica y microscépica de especies del hongo
Trichoderma asperellum en medio PDA. A. a. Clamidosporas y A. b. Fidlides de T. asperellum
(Trich3) de Pococi. B. a. Ramificaciones de conidioforos. B. b. Fidlides y B. c. Conidios of T.
asperellum (Trich2) de Limon. C. a. Conidios de T. asperellum (Trichl) de Limon. (Universidad
Nacional, 2023).

Figure 2. Morphological and microscopic characterization structures of Trichoderma asperellum
fungus species in PDA medium. A. a. Chlamydospores and A. b. Phialides of T. asperellum
(Trich3) from Pococi. B. a. Conidiophores branches. B. b. Phialides and B. c. Conidia of T.
asperellum (Trich2) from Limon. C. a. Conidia of T. asperellum (Trich1) from Limén. (Universidad
Nacional, 2023).

Estas colonias exhibieron un crecimiento rapido, alcanzando didmetros de 6 a 8 cm en
tan solo cinco dias, y posteriormente cubrieron por completo la superficie de los medios de cultivo
de 9 cm de diametro.

Inicialmente, el hongo en el plato Petri mostré un color blanco que posteriormente fue
adquiriendo una tonalidad verde con una esporulacion generalizada. Las colonias presentaron
de dos a tres anillos concéntricos bien definidos: uno blanco que correspondié al micelio y otros
verdes que representaban los conidios. La pigmentacion de los aislamientos varié de una
tonalidad verde claro a verde oscuro tipico de este género.

Los resultados de las observaciones microscopicas de los aislamientos Trichl, Trich2 y
Trich3 revelaron varios rasgos distintivos. Se observaron clamidosporas (Figura 2.A.a) en
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abundancia con una forma globosa. También fialides dispuestas en grupos de tres (Figura 2.B.b)
a lo largo del conidioforo el cual presentaba ramificaciones no muy abundantes (Figura 2.B.a).
Estas fialides se caracterizaron por ser mas anchas en el centro que en la base (Figura 2.A.b) y
su apice presentaba forma curva. Ademas, estas estructuras presentaban conidios de forma
elipsoidal (Figura 2.B.c) de coloracion verde, dispuestos en grupos de 6.

La secuencia de nucleétidos de los productos amplificados de la region TEF1-a de los
aislamientos Trichl y Trich3 presentaron 100 % de cobertura y homologia de secuencia,
550phb/550pb y 551pb/551pb respectivamente, con T. asperellum (MZ442656) reportado en
Paraguay, mientras que Trich2 mostré sélo 98,2 % (546pb/556pb) de similitud con esa misma
accesion. Adicionalmente, Trich2 también mostré 100 % de similitud (532pb/532pb) con T.
asperellum (GU198293) reportado en Peru.

Fusarium oxysporum, Fusarium solani y Fusarium pseudocircinatum

Los aislamientos de F. oxysporum (Foxl, Fox2, Fox3 y Fox4) se recolectaron de
muestras de suelo provenientes de los cantones de Limén, Siquirres, Guacimo y Talamanca. De
las muestras obtenidas de Pococi y Guacimo, se identificaron las especies F. pseudocircinatum
(Fps) y F. solani (Fsol) respectivamente.

La especie F. oxysporum tuvo un desarrollo micelial algodonoso abundante, de
coloracién blanquecina los primeros dias de crecimiento. Debido al desarrollo de los conidios,
cambi6 a un tono morado (Figura 3).

Este hongo produjo muchos macroconidios y microconidios. Los macroconidios eran
hialinos y curvos (Figura 3a). En el caso de los microconidios, la mayoria carecian de septos y

presentaban una forma ovalada (Figura 3b).



Figura 3. Estructuras de caracterizacion morfolégica y microscépica del hongo F. oxysporum
(Fox2) de Siquirres en medio PDA. a. Macroconidios. b Microconidios y c. Red de hifas.
(Universidad Nacional, 2023).

Figure 3. Morphological and microscopic characterization structures of the fungus F. oxysporum
(Fox2) from Siquirres in PDA medium. a. Macroconidia. b. Microconidia and c. Hyphal network.
(Universidad Nacional, 2023).

La secuencia de nucleétidos de la region TEF1-a de los aislamientos Fox1, Fox2, Fox3
y Fox4 presentaron 100 % de homologia de secuencia (500pb/500pb, 654pb/654pb,
654pb/654pb y 661pb/661pb, respectivamente) y cobertura de 100 % con F. oxysporum
(MN386726) reportado en Malasia. Adicionalmente, el aislamiento Fox1 presenté 100 % de
cobertura y similitud (499pb/499pb) de la regién ITS, con un aislamiento de F. oxysporum
(MT560381) reportado en China, asi como con otras accesiones del GenBank. El aislamiento
Fox2 present6 100 % de cobertura y similitud (503pb/503pb) de la regién ITS con F. oxysporum
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(OR388100) reportado en México mientras que la region ITS del aislamiento Fox3 presentd
99,81 % de homologia (539pb/545pb) con un aislamiento de F. oxysporum (KU939031)
reportado en China. Ademas, el aislamiento Fox4 present6 100 % de homologia de la region ITS
con un aislamiento de F. oxysporum (DQ016213) reportado en Estados Unidos.

En el caso de F. solani (Fsol) procedente de muestras de suelo del cantén de Guacimo,
mostro a partir del quinto dia de incubacion, abundante micelio aéreo, algodonoso y blanco con

pigmentacion en la base color rojizo (Figura 4).

Figura 4. Estructuras de caracterizacion morfolégica y microscépica del hongo F. solani (Fsol)
de Guacimo en medio PDA. a. Microconidios y b. Conidi6foros. (Universidad Nacional, 2023).

Figure 4. Morphological and microscopic characterization structures of the fungus F. solani (Fsol)
from Guacimo in PDA medium. a. Microconidia and b. Conidiophores (Universidad Nacional,
2023).



Presenté abundantes microconidios, unicelulares los cuales estaban ubicados en falsas
cabezas (Figura 4a) a partir de monofidlides alargadas sobre conidiéforos (Figura 4b) no
ramificados. Este aislamiento presentd homologia de secuencia y cobertura del 100 %
(688ph/688pb) de la region TEF1-a con F. solani (KF255484) reportado en Los Paises Bajos y
100 % de homologia de la region ITS con F. solani (FJ224382) reportado en Puerto Rico.

Las colonias de F. pseudocircinatum (Fps) provenientes de muestras de suelo de Pococi
presentaron micelio algodonoso de color rosado que posteriormente se torné de color morado

principalmente en el centro de la colonia (Figura 5).

S/

Figura 5. Estructuras de caracterizacion morfologica y microscopica de especies del hongo F.
pseudocircinatum (Fps) de Pococi en medio PDA. a. Macroconidios. b. Microconidios y c. Hifas
enrolladas. (Universidad Nacional, 2023).

Figure 5. Morphological and microscopic characterization structures of the fungus F.
pseudocircinatum (Fps) from Pococi in PDA medium. a. Macroconidia. b. Microconidia and c.
Coiled hyphae. (Universidad Nacional, 2023).



Adicionalmente, present6 escasos macroconidios, alargados y delgados (Figura 5a) con
célula apical puntiaguda, ligeramente curvados. También mostr6 microconidios ovoides y sin
septos (Figura 5b), con hifas en forma espiral enrolladas (Figura 5c), caracteristica de gran
relevancia taxonémica para la identificacion de esta especie. El analisis de secuencias de la
region TEF1-a de Fps mostr6 homologia del 99,7 % y 100 % de cobertura (664pb/666pb) con
diferentes secuencias de F. pseudocircinatum, entre ellas MT011003 y MN386745 reportadas

en Los Paises Bajos y Malasia respectivamente.

Penicillium steckii

P. steckii (Pst) se aisl6 de muestras de suelo procedentes del canton de Guacimo. Este
hongo present6 un crecimiento circular de 4 cm y un micelio de color verde a turquesa con bordes
blancos. En el lado inferior, la tonalidad fue de color crema. También se caracterizé por presentar
conidiéforos monoverticilados (Figura 6b) que formaban conidios esféricos en cadena en una
estructura ramificada similar a un pincel (Figura 6d). Ademas, se observaron tres estructuras

llamadas métulas (Figura 6a), con células terminales llamadas fialides (Figura 6c).



Figura 6. Estructuras de caracterizacién morfologica y microscépica del hongo Penicillium steckii
(Pst) de Guacimo en medio PDA. a. y b. Métulas. c. Fidlides y d. Conidios. (Universidad Nacional,
2023).

Figure 6. Morphological and microscopic characterization structures of the fungus Penicillium
steckii from Guacimo in PDA medium. a. y b. Metulas. b. Conidiophores. c. Phialides and d.
Conidia. (Universidad Nacional, 2023).

Este hongo presentd6 homologia de secuencia del 99,9 % (911pb/912pb) de la regién
rpb2 con P. steckii (KX650039) reportado en Brasil, mientras que la secuencia parcial del gen
de la B-tubulina de este mismo aislamiento, present6 100 % de homologia (442pb/442pb) con
P. steckii (KY469196) reportado en Canada.



Talaromyces sp.

Talaromyces sp. (Tal) se aisl6 de muestras de suelo procedentes del cantén de Guacimo.
Este hongo mostré un diametro de 3 cm a partir del quinto dia de incubacién, presentd un micelio
de color blanco que posteriormente cambié a color amarillo (Figura 7) con una rapida
esporulacién en pocos dias. Sus conidiéforos eran largos y cilindricos, relativamente estrechos
(Figura 7. c). Ademas, presentd fidlides unicelulares dispuestas en verticilos no ramificados

(Figura 7. b) a partir de las cuales se producen conidios de forma elipsoidal (Figura 7.a).

Figura 7. Estructuras de caracterizacion morfolégica y microscépica del hongo Talaromyces sp.
(Tal) de Guacimo en medio PDA. a. Conidios. b. Fialides. c. Métulas y d. Red de hifas de
Talaromyces sp. (Universidad Nacional, 2023).

Figure 7. Morphological and microscopic characterization structures of the fungus Talaromyces
(Tal) from Guacimo sp. in PDA medium. a. Conidia. b. Phialides, c. Metulas and d. Talaromyces
sp. hyphal network (Universidad Nacional, 2023). 10



La secuencia parcial del gen de la B-tubulina de Talaromyces sp. (Tal) mostré baja
cobertura lo que resulté en una homologia reducida, donde alcanzé un 96,74 % (356pb/368pb)
con valores similares a los reportados en Sudafrica (MK951834) para este mismo hongo.
Asimismo, la secuencia parcial del gen de la rpb2 de este mismo aislamiento present6 baja
cobertura 'y homologia del 93,97 % (950 pb/1011pb), con Talaromyces delawarensis (KX657522)

reportado en Estados Unidos, asi como con otras especies de Talaromyces.

Relacién de pH y textura con la presencia de los hongos nemato6fagos

Se analizaron seis muestras de suelo provenientes de cinco cantones de la region Huetar
Atlantica de Costa Rica, donde se determind la textura del suelo y los niveles de pH los cuales
pueden tener alguna relacién con la ocurrencia de HN. Todas las localidades compartieron
caracteristicas similares en cuanto a la textura del suelo franco, con una mezcla equilibrada entre
particulas de arena, limo y arcillas.

Se observo que tanto la localidad de Bajo Coen en el Canton de Talamanca, como Lomas
en el Cantén de Pococi, tienen texturas franco-arenosas, es decir, existe presencia significativa
de particulas de arena en la textura del suelo. Las demés localidades y cantones mostraron
textura franco-limosa (Cerere, Limén), franco-arcillosa (Tortuguero, Pococi), franco-arcillolimosa
(El Carmen, Siquirres) y franca (Duacari N°2, Guacimo). Con respecto a los valores de pH,
estuvieron en el rango de 7,0 a 7,3 por lo que se consideran ligeramente alcalinos o basicos,

pero se encuentran muy cerca del punto neutral en la escala de pH (Cuadro 3).

Cuadro 3. Valores de pH y textura de los suelos a partir de las muestras analizadas. (Regién
Huetar Atlantica, Costa Rica. 2021).

Table 3. pH values and soil texture from the samples analyzed. (Huetar Atlantic Region, Costa
Rica. 2021).

Canton Localizacién Textura pH
Limoén Cerere Franco-limosa 7,2

) Tortuguero Franco-arcillosa 7,0

Pococ Lomas Franco-arenosa 7,2
Siquirres El Carmen Franco-arcillolimosa 7,3
Guéacimo Duacari N°2 Franca 7,3
Talamanca Bajo Coen Franco-arenosa 7,0
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Discusion

En el proceso de identificacion molecular no se logro identificar Talaromyces a nivel de
especie, ya que, se obtuvo bajo porcentaje de cobertura y homologia de las secuencias
obtenidas (B-tubulina y rpb2) con las de las especies reportadas en el GenBank. Este
inconveniente puede atribuirse a la escasa informacioén disponible en la base de datos analizada
respecto a este aislamiento. Ademas, es probable que las regiones amplificadas en este estudio
no proporcionaran informacién especifica de este hongo.

En lo que respecta a factores antagoénicos utilizados por las especies de hongos
identificadas en este estudio para el control biol6gico, se destaca la produccion de metabolitos
con capacidad nematicida, como se ha demostrado en otros estudios (Gezgin et al., 2020;
Maheshwary et al.,, 2022; Lyubenova et al., 2023). Ademéas, se ha observado que estos
metabolitos pueden inducir deformaciones y limitar la movilidad de los nematodos (Carranza-
Gonzélez, 2014).

El hongo Trichoderma spp. sobresale como uno de los agentes de control biol6égico mas
efectivos y utilizados, principalmente por su habilidad micoparasitica (Chaves, 2006). Esta
capacidad radica en que logra adherirse al hospedero y envolver sus hifas alrededor de él, asi
como formar estructuras similares a apresorios que logran penetrar las células hospederas y
finalmente provocan colapso del hospedero (Todd, 2019). También presentan capacidad
antagolnica contra nematodos (Rojas-Villacorta et al., 2017; Moo-Koh, 2018) debido a la
produccion de metabolitos secundarios (Rivera-Méndez et al., 2018).

Dentro del género Fusarium existen especies saprofitas que actian como
biocontroladores, como F. solani el cual ha sido probado contra huevos y juveniles de Nacobbus
aberrans, parasitandolos en un 86 y 90 % respectivamente, sin mostrar patogenicidad en plantas
de chile (Capsicum annuum) (Cortez-Hernandez et al., 2019) y F. oxysporum, que puede inducir
en la planta hospedera resistencia sistémica contra diferentes nematodos (Manobanda-Duche
2022) o también estimular la produccion de metabolitos, al igual que Trichoderma, que inhiben
el desarrollo de nematodos fitoparasitos y estimulan la produccién de compuestos de defensa
en las plantas contra patdgenos (Morales-Garcia, 2014; Cortez-Hernandez, 2019).

Algunos hongos como Trichoderma y Fusarium tienen la capacidad de crear “biofilms” o
biopeliculas en las raices, las cuales son complejas comunidades creadas por una variedad de
microorganismos, entre los cuales se incluyen hongos (Triveni, 2012). Estos hongos poseen la

capacidad de establecer interacciones simbidticas con las plantas y de formar colonias

12



microbianas. Estas interacciones beneficiosas pueden contribuir al control de patdgenos y
estimular el crecimiento de las plantas (Aguilar-Marcelino et al., 2021).

Las cinco localidades muestreadas en este estudio mostraron suelos de textura franco,
lo cual promueve la retencion y disponibilidad de nutrientes para diversos organismos edéficos,
incluidos los hongos (Capcha-Ospina, 2017; Jiménez-Zappa, 2013). Ademas, el tipo de suelo
influye en la composicion y funcién de las especies de hongos, ya que la mayoria se desarrollan
mejor en ambientes acidos (Ferreri, 2020). Sin embargo, algunos hongos como Trichoderma sp.,
Fusarium sp., Rhizopus sp. y Penicillium sp., se pueden encontrar en suelos de textura franco-
arenosa, franco arcillosa y arenosa, con pH alcalino (Macias-Echeverri et al., 2019) lo cual podria
estar asociado principalmente a su funcién antagdénica en el suelo. Las condiciones edaficas y
de pH, estan estrechamente relacionados con factores ambientales y la cantidad de materia
organica, los cuales desempefian un papel fundamental en la distribucién y ocurrencia de HN
(Gortari et al., 2007).

La ocurrencia de HN en este estudio, podria estar relacionada con la notable capacidad
de adaptacion de estos organismos a diferentes rangos de pH. Un ejemplo destacado es
Trichoderma spp., que demuestra la habilidad de crecer en suelos con un amplio rango de pH,
desde 5,5 hasta 8,5. Aunque no son estrictos en cuanto al pH del suelo, sus valores éptimos se
sitan entre 5,5-6,5, lo que sugiere una preferencia por ambientes ligeramente acidos (Martinez
et al., 2013). Esta flexibilidad ambiental podria explicar la presencia de HN en condiciones de
variabilidad de pH del suelo como lo encontrados en este estudio.

En esta investigacion, los valores de pH obtenidos difieren del rango 6ptimo
recomendado para el desarrollo de Fusarium spp., el cual se encuentra entre 3,8 a 5,0 (Pérez-
Rivera, 2014) a pesar de que los resultados de textura del suelo si se relacionan con los
requeridos para la ocurrencia de estos hongos, en suelos de textura fina, franco y arenosa. No
obstante, la mayoria de las especies de Fusarium, tienen la capacidad adaptarse a diversas
condiciones agroambientales como un amplio rango de pH entre 2,0 a 9,0 y en ocasiones pH
superiores, debido a que este factor no incide en su desarrollo micelial (L6pez-Courrau et al.,
2018). Esta situacion podria también explicar la presencia de este hongo en las muestras de
suelo con pH alcalino en los cantones Limén, Siquirres, Guacimo y Talamanca.

Con respecto al hongo P. lilacinum el cual fue aislado de muestras de suelo del canton
de Talamanca el analisis de pH fue de 7,0. Este hongo presenta una gran tolerancia al pH,
debido a que el pH 6ptimo para su desarrollo es de 2,0 a 10,0 (Manobanda-Duche, 2022), por

lo que puede adaptarse a diferentes condiciones de suelo.
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Finalmente, los hallazgos de este estudio proporcionan informacién valiosa sobre la
diversidad y potencial de los HN en el control de plagas y enfermedades en cultivos de banano.
Ademds, destaca la importancia de realizar analisis relacionados al desarrollando estrategias
efectivas para su identificacion como las utilizadas en esta investigacion y a la implementacion

y aplicacion en programas de manejo integrado de plagas.

Conclusiones

En esta investigacion, se lograron identificar hongos nemat6fagos en plantaciones de
banano de la region Huetar Atlantica de Costa Rica. La diversidad de microorganismos hallados
en el suelo, indica la existencia de efectos beneficiosos para el cultivo asociados a estos hongos.

La identificacion precisa de estos antagonistas mediante diversos criterios establece la
base para que investigaciones futuras puedan explorar su potencial como agentes de control de
nematodos fitoparasitos, no solo en cultivos de muséceas, sino también en otros sistemas
productivos especialmente en paises en desarrollo.

Se recomienda segun los resultados, amplificar y secuenciar otras regiones del genoma
para este hongo y asi obtener un estudio genético mas completo y detallado que permita la
identificacion a nivel de especie ya que en las bases de datos de secuencias genéticas no existe
suficiente informacion sobre este aislamiento.

Este estudio resalta la necesidad de realizar investigaciones adicionales sobre los HN en
plantaciones de banano y otros cultivos en la regién. Las perspectivas futuras del uso de HN
como agentes de control biolégico son muy prometedoras, ya que cada vez se utilizan mas en
programas de manejo integrado de plagas, debido a la preocupacion que existe por los efectos
negativos que provocan los pesticidas sintéticos al medio ambiente y a la salud humana.

La investigacion en este campo avanza rapidamente y se descubren nuevos antagonistas
de nematodos fitoparasitos, asi como su mecanismo de accién. Ademas, se estan desarrollando

nuevas tecnologias para producir y aplicar estos agentes de manera mas eficiente y rentable.
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Resumen

El objetivo fue evaluar la capacidad nematicida in vitro de hongos nematéfagos (HN) de plantaciones de banano
de la region Huetar Atléntica contra el nematodo Radopholus similis. Previamente identificados los HN, se
utilizaron dos aislamientos de Fusarium oxysporum (Fox2 y Fox3), dos aislamientos de Trichoderma
asperellum (Trichl y Trich3) y un aislamiento de Purpureocillium lilacinum (Pli) para evaluar in vitro su
patogenicidad contra R. similis. Se realizé una suspension y conteo de esporas de cada hongo para determinar
la concentracion de conidios (UFC/mI) a depositar por plato Petri. Posteriormente se deposité por plato 0,5 ml
de una suspensidn que contenia 60 adultos y juveniles de la especie R. similis y se realizé el conteo de nematodos
a las 24h y 42h y se verifico la capacidad depredadora de cada aislamiento. Se realizd un analisis estadistico
ANOVA y comparaciones de medias con el programa estadistico InfoStat para evaluar el efecto de los
tratamientos en la mortalidad de R. similis. A las 24 horas después de la inoculacion, no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos, con un promedio de mortalidad del 15-30%. Sin embargo, a las
42 horas, se identificaron diferencias significativas en la capacidad antagdnica de los aislamientos Trich3, Fox3,
Fox2 y Trichl, con porcentajes de mortalidad del 53.3%, 41.6%, 37.9% y 37.7% respectivamente. El
aislamiento Pli (25.8%) no mostrd diferencias significativas en comparacion con el control (Tx1). Los
aislamientos de T. asperellum y F. oxysporum poseen una alta capacidad nemat6faga contra el nematodo
barrenador R. similis con potencial para ser utilizados como agentes de control biol6gico.

Palabras clave: Nematodo barrenador; control biol6gico; patogenicidad; antagonismo, mortalidad
Abstract

The objective was to evaluate the in vitro nematicidal capacity of nematophagous fungi (HN) from banana
plantations in the Huetar Atlantic region against the nematode Radopholus similis. Once the HNs had been
previously identified, two isolates of Fusarium oxysporum (Fox2 and Fox3), two isolates of Trichoderma
asperellum (Trichl and Trich3) and one isolate of Purpureocillium lilacinum (Pli) were used to evaluate their
pathogenicity against R. similis in vitro. A suspension and spore count of each fungus was carried out to
determine the concentration of conidia (CFU/mI) to be deposited in a Petri dish. Subsequently, 0.5 ml of a
suspension containing 60 adults and juveniles of the species R. similis was deposited per plate and the
nematodes were counted at 24 and 42 hours and the predatory capacity of each isolate was verified. An ANOVA
statistical analysis and comparisons of means were performed with the InfoStat statistical program to evaluate
the effect of the treatments on the mortality of R. similis. At 24 hours after inoculation, no significant differences
were observed between treatments, with an average mortality of 15-30%. However, at 42 hours, significant
differences were identified in the antagonistic capacity of the Trich3, Fox3, Fox2 and Trichl isolates, with
mortality percentages of 53.3%, 41.6%, 37.9% and 37.7% respectively. The Pli isolate (25.8%) did not show
significant differences compared to the control (Tx1). The isolates of T. asperellum and F. oxysporum have a
high nematophagous capacity against the borer nematode R. similis with the potential to be used as biological
control agents.

Keywords: Borer nematode; biologic control; pathogenicity; antagonism, mortality

Introduccion

El banano (Musa paradisiaca) es una planta procedente del Sudeste Asiatico que se
cultiva desde hace aproximadamente 10 000 afios (UNCTAD, 2013). Esta herbacea gigante,

perteneciente a la clase de las monocotiledoneas y a la familia de las musaceas, crece en los




tropicos y por sus propiedades nutritivas, se posiciona entre los principales alimentos y frutas
cultivadas en muchas partes del mundo (Vargas-Céspedes et al., 2017).

El fruto de esta musacea representa un alimento esencial para mas de 400 millones de
personas a nivel mundial (Dita et al., 2010). Se estima que las exportaciones mundiales de
banano alcanzaron los 20,2 millones de toneladas en 2019 (FAO, 2020). Los mayores
exportadores de banano a nivel mundial fueron Ecuador y Filipinas, seguido por paises de
América Latina y el Caribe (Guatemala, Costa Rica, Panama y Republica Dominicana)
(Zhiminaicela-Cabrera et al., 2020).

El cultivo de banano en Costa Rica posee una importante participacion en el sector
agropecuario, con un valor de exportaciones de $ 997 550 000 USD al 2019. Estos datos
colocan a esta fruta en el primer lugar en términos de valor de las exportaciones del sector,
lo que representd aproximadamente un 35,8% de la participacion total en esta actividad.
Ademas, durante este afio, se produjeron aproximadamente 2 183 158 toneladas métricas de
banano (Castillo-Benavides, 2021). Esta actividad se desarrolla en Costa Rica principalmente
en la region Huetar Atlantica del pais (Barraza et al., 2020).

En la actualidad, la superficie de cultivo de banano de exportacién en Costa Rica
abarca alrededor de 42,066 hectareas. Estas areas se concentran en varios cantones, siendo
los principales: Limdn centro con 10 fincas, Talamanca con 5, Matina con 41, Gu&cimo con
15, en Sarapiqui con 22, Siquirres con 30 y finalmente, Pococi con 26 fincas. Estos cantones
representan mas del 97% del total de hectareas cultivadas de banano en el pais (Mata-
Martinez, 2021).

Al ser el banano un monocultivo, es propenso a la incidencia de enfermedades y
plagas, entre estas ultimas, los nematodos fitoparasitos. En plantaciones con varios afios de
establecidas, es comun encontrar comunidades poliespecificas de nematodos (Gowen,
Quénéhervé & Fogain, 2005). De acuerdo con las frecuencias y densidades poblacionales,
durante el afio y en las zonas productoras de platano y banano de cada pais, R. similis es el
mas abundante y la principal especie fitoparasita, constituyendo entre el 82 y 97% de la
poblacion de nematodos en raices y cormos (Guzman-Piedrahita, 2011; Holguin-Quispe,
2018).




En plantas infectadas con R. similis, los primeros sintomas son evidentes cuando se
observan lesiones en forma de estrias que rodean completamente las raices. Estas heridas
destruyen todas las raices y a medida que la lesion aumenta, se forman cavidades en la corteza
que facilitan la entrada de otros microorganismos secundarios, como hongos, bacterias
saprofitas o fitopatdgenas. La presencia de estos microorganismos puede causar la muerte de
la planta (Renddn-Restrepo, 2020).

Tradicionalmente el control de nematodos fitoparasitos se realiza mediante el uso de
nematicidas quimicos de los grupos organofosforados y carbamatos los cuales han sido
clasificados como plaguicidas altamente peligrosos por su alta toxicidad (SFE, 2020). Estos
productos quimicos provocan efectos ambientales negativos y la eliminacion de organismos
no blanco como nematodos de vida libre (Arboleda, Guzméan y Mejia, 2012), los cuales
juegan un papel esencial en los ecosistemas al descomponer materia organica, reciclar
nutrientes y regular poblaciones microbianas. La creciente preocupacion por reducir el uso
de agroquimicos impulsa el desarrollo de tecnologias que facilitan la obtencién de productos
a partir de microorganismos, tanto en términos de calidad como de cantidad, para la
aplicacion en areas de cultivo (Burges, 2007).

La implementacion de alternativas no quimicas representa un desafio en el desarrollo
de estrategias para combatir plagas y enfermedades (Kerry, 2001). Dentro del amplio grupo
de organismos que pueden ser utilizados se encuentran los hongos nematéfagos (HN), los
cuales han sido ampliamente estudiados y los mas importantes en la regulacion de
poblaciones de nematodos (Chen & Dickson, 2004). Los HN poseen la capacidad para
capturar, atacar, matar y destruir nematodos en todos sus estadios, dependiendo de la especie
y el género (Fernandez-Jiménez et al., 2019). La forma de captura de estos hongos es
mediante 6rganos especializados como redes, botones y conidios adhesivos, ademas, algunos
poseen anillos constrictores o simples (Ocampo-Gutiérrez, 2021).

La mayoria de estos hongos puede sobrevivir como sapréfitos, atacar a otros hongos
(micoparésitos), colonizar raices de plantas o ser producidos en laboratorio en medios
nutritivos (Bojanich, 2019). Costa Rica posee gran potencial para utilizar los HN como medio
de control bioldgico, debido a su diversidad y amplia distribuciéon geogréafica que incluye

ecosistemas naturales y agricolas (Varela-Benavides et al., 2017). Por este motivo, la




siguiente investigacion tuvo como objetivo la evaluacidn del potencial nematicida in vitro de
cinco hongos aislados de fincas bananeras de la Region Huetar Atlantica de Costa Rica contra
una poblacion del nematodo barrenador Radopholus similis.

Metodologia

Sitios de muestreo

Durante junio a agosto de 2021, se llevaron a cabo giras de prospeccion para la
recoleccion de muestras de suelo. EI muestreo se realiz6 de manera aleatoria tomando
alrededor de 25 submuestras por hectarea en seis fincas bananeras en los cantones de Limon,
Pococi, Siquirres y Talamanca todas pertenecientes a la regién Huetar Atlantica.

Para la recoleccion de las muestras de suelo, se utiliz6 una pala con el objetivo de
tomar el suelo sin remover la materia organica presente y luego se cuarte6 hasta obtener
aproximadamente 1 kg de muestra. Las muestras se guardaron en bolsas de polietileno y se
etiquetaron con la fecha, el lugar de recoleccion y las coordenadas geogréficas
correspondientes. Posteriormente, cada muestra se trasladd en una hielera al Laboratorio de

Nematologia de la Universidad Nacional para su procesamiento y analisis.

Aislamiento, purificacion e identificacion de hongos antagonistas

El proceso de aislamiento de HN en las muestras de suelo se llevo a cabo utilizando
el método de “espolvoreado en placa” descrito por Barron (1977). Para cada muestra
recolectada, se extrajo entre 0,5 a 1,0 g de suelo, el cual se dispuso en platos Petri con agar-
agua (AA) de 10 cm de diametro. Este procedimiento se realizd con un total de 5 repeticiones
por cada localidad muestreada. Posteriormente se incubd cada caja Petri a temperatura
ambiente (17-27°C) a luz natural durante una semana.

Después de observar la presencia de estructuras como hifas, conidios o esporas, se

procedié al aislamiento con la ayuda de un pincel delgado con un cabello fino unido al




extremo anterior que permitio sujetar dichas estructuras. Luego, cada estructura encontrada
se coloco en platos Petri con medio papa dextrosa agar (PDA) con antibiotico [Acido lactico
al 25% (p/v)] que evito la presencia de bacterias y favorecié el crecimiento micelial
(Sanchez-Miranda et al., 2021).

Después de una semana, se observé el crecimiento de los hongos y se llevo a cabo la
fase de purificacion y replicacion mediante tres repeticiones en platos Petri con PDA y
antibidtico hasta obtener cultivos puros. Posteriormente mediante la técnica de cultivos
monosporicos descrita por Cafiedo y Ames (2004), se establecieron tres repeticiones de
cultivos monosporicos para cada aislamiento. Para conservar cada hongo aislado, se utilizo
el “método de conservacion en aceite mineral estéril” descrito por Little y Gordon (1967), y
modificado por Deshmukh (2003). Los hongos se conservaron en viales de 25 ml con PDA
y aceite mineral a una temperatura de 4°C, lo cual redujo su tasa metabdlica para preservar
su viabilidad a largo plazo.

La identificacion morfoldgica se realiz6 mediante claves propuestas por Cooke y
Godfrey (1964) y Barnett y Hunter (1998). Se realiz6 un montaje de las estructuras fungicas
para cada uno de los hongos aislados. Se utilizd6 un microscopio Nikon eclipse 80i y se
observo cada hongo a una ampliacién de 100x. Se compar6 la morfologia observada con las
caracteristicas descritas en las claves mencionadas anteriormente, con el fin de lograr la
identificacion cada hongo.

Para la identificacion molecular de los hongos, se realizd la extraccién de ADN
mediante la metodologia propuesta por Hoyos-Carvajal et al. (2008) con algunas
modificaciones y se efectuaron pruebas de PCR para la amplificacion de distintas regiones
del genoma (ITS, TEF1q, 1-alfa, rpb2 y B-tubulina) mediante PCR (Reaccion en Cadena de
la Polimerasa). Los productos de PCR se evaluaron por medio de electroforesis en geles de
agarosa TopVision al 1% tefiidos con GelRed 1X y sometidos a luz UV. Posteriormente, se
enviaron los productos de PCR obtenidos de todos los hongos aislados a la empresa
Macrogen Inc. (Corea del Sur) para su purificacion y secuenciacion en ambas direcciones
mediante el método Sanger.

Una vez obtenidas las secuencias se construyeron secuencias consenso y se editaron

utilizando el programa BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.2.5, a partir de las dos




hebras (forward y reverse) con respecto al electroferograma obtenido. Finalmente, se
compararon las secuencias de ADN obtenidas con accesiones reportadas en el GenBank®
por medio de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI

(National Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para la

identificacion de especies.

Reproduccion de R. similis en discos de zanahoria

Para obtener el indculo del nematodo, se utiliz6 la metodologia descrita por O Bannon
y Taylor (1968) y Moody et al. (1973), se llevo a cabo en el Laboratorio de Nematologia de
la UNA. Para la reproduccion de la poblacion de R. similis en cultivo monoxénico, se
utilizaron zanahorias frescas y sanas. Las zanahorias se desinfectaron previamente utilizando
detergente liquido para eliminar cualquier contaminante externo. Luego, se dejaron
sumergidas 15 minutos en una solucion que contenia 2 L de agua destilada y 400 mL de cloro
al 3%. Transcurrido ese tiempo, se lavaron con agua destilada y se llevaron a una camara de
flujo laminar previamente desinfectada. En la camara de flujo laminar, se flamearon en
alcohol al 95% y en seguida, se elimind la cascara de la zanahoria y se cortd en discos de 4
cm de diametro por 0,5 cm ancho.

En total se realizaron 10 discos que fueron transferidos con pinzas estériles a platos
Petri de 6 cm de diametro y sellados con papel Parafilm®. Durante tres dias se observo cada
plato Petri para descartar alguna contaminacion. Posteriormente, se procedio a la inoculacion
en cada uno de ellos de una suspension de 75 pl de agua destilada que contenia
aproximadamente 100 nematodos. Los platos Petri fueron rotulados y sellados nuevamente
con papel Parafilm® y se almacenaron en una incubadora bajo condiciones de oscuridad a
una temperatura de 27 °C. Luego de 2 meses posteriores a la inoculacion, se observé la

reproduccion de los nematodos en los discos de zanahoria.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Pruebas de antagonismo in vitro

Se utilizaron cinco HN previamente identificados morfologica y molecularmente para
las pruebas in vitro los cuales estaban en medio papa dextrosa agar (PDA). Después se
preparé una suspension de esporas de cada hongo, rozando con un asa bacteriologica la
superficie del medio de cultivo junto con el hongo. Posteriormente, se realizo el conteo de
esporas en un hematocitdmetro y se determind la concentracion de conidios (UFC/mI) a
depositar por plato Petri. Las pruebas de antagonismo se realizaron en el Laboratorio de
Nematologia de la Escuela de Ciencias Agrarias de la UNA.

Para determinar el potencial biocontrolador de los hongos seleccionados se utilizaron
cajas Petri de 6 cm para cada hongo. Cada caja contenia 22 ml de AA (20g/L), ademas se
adiciond una cantidad anteriormente definida de UFC (1x10°) para cada aislamiento. Los
platos Petri se incubaron a temperatura ambiente (17-27°C) y luz natural durante cuatro dias.
Posteriormente se realiz6 el lavado con agua destilada de los discos de zanahoria que
contenian los nematodos. El objetivo era obtener la méxima cantidad de nematodos posibles.

Luego se llevaron a cabo los conteos para saber la cantidad obtenida y posteriormente
se realizaron diluciones y se obtuvo la cantidad requerida de nematodos por alicuota. Se
deposito por plato 0,5 ml de una suspension con 60 individuos (hembras, machos y juveniles)
de la especie R. similis. Las cajas se incubaron en las condiciones de luz y temperatura
descritas anteriormente y por Gltimo se realizd el conteo de nematodos a las 24h'y 42h y se
verificd la capacidad antagdnica de cada aislamiento. Se llevé a cabo la observacion y
verificacion de la capacidad de movimiento de los nematodos. En los casos en que no se
evidencio actividad de desplazamiento, se utilizé un pescador de nematodos para comprobar

su estado, es decir, si estaban vivos 0 muertos.
Disefio experimental
La unidad experimental correspondié a la misma que la unidad observacional, que

consistio en una placa Petri con agar agua y 0.5 ml de la suspensidon de nematodos. En cuanto

a la estructura de tratamiento fue bifactorial con interaccion, donde el primer factor fueron




los hongos nematofagos con cinco niveles correspondientes a los aislamientos y el segundo
factor fueron las evaluaciones con 2 niveles correspondientes a las lecturas. Cada
combinacidon de factores tuvo cinco repeticiones y en cuanto a la estructura de la parcela al

ser homogénea, se establecio un disefio completamente aleatorizado (DCA).

Analisis estadistico

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre el porcentaje de mortalidad en R.
similis, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas en el tiempo bajo
la teoria de los modelos lineales mixtos. EI modelo lineal para el experimento fue bifactorial
con interaccion. Se comprobaron los supuestos del ANOVA con graficos diagnosticos
(cuantiles de los términos de error, graficos de residuos y graficos de residuos vs. predichos)
y se escogio el mejor modelo en funcion de los criterios de Akaike (AIC) y de informacion
Bayesiano (BIC). Una vez comprobado que en el porcentaje de mortalidad existieron
diferencias estadisticas para la interaccion o algin factor individual, se realizo las
comparaciones de medias por medio de la prueba de Prueba de Di Rienzo, Guzméan y
Casanoves (DGC) (p <0.05) y se utilizé el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al.,
2020).

Resultados y discusion

Identificacion morfoldgica y molecular de HN

Se aislaron un total de cinco HN, basados en las descripciones microscopicas,
aspectos morfolégicos y la identificacion molecular mediante PCR. Los resultados obtenidos
de las comparaciones de las secuencias de nucle6tidos con accesiones reportadas en el
GenBank®, permitieron realizar las asignaciones de las especies correspondientes a cada
uno de los cinco hongos. La secuencia de nucleétidos de la region TEFl-o de los
aislamientos provenientes de muestras de suelo de Siquirres (Fox2) y de Pococi (Fox3)

presentaron un nivel de homologia de 100% con F. oxysporum (MN386735) reportado en




Malasia (Kee, et al., 2020). La secuencia de nucleotidos de los productos amplificados de la
region TEF1l-a de los aislamientos Trichl de Limdn y Trich3 de Pococi, presentaron
homologia del 100% con T. asperellum (MZ442656) reportado en Paraguay (Florentin,
2022). Finalmente, el aislamiento Pli proveniente de muestras de suelo de Talamanca
presentd un nivel de homologia del 99,7% del gen de la B-tubulina con respecto a P.
lilacinum (KY488512) reportado en Brasil (Amatuzzi et al., 2017). Las secuencias obtenidas
en este estudio fueron subidas al GenBank® y se obtuvieron los nimeros de accesion para

cada uno de los hongos identificados (Tabla 1).

Tabla 1.

Origen e identificacién de los hongos nematdfagos aislados de muestras de suelo de la
Region Huetar Atlantica, utilizados en las pruebas in vitro. Costa Rica, 2021

Procedencia Nombre cientifico Cddigo  Identidad (%*) Accesion**
Pococi Trichoderma asperellum Trich3 100 OR418173
Siquirres Fusarium oxysporum Fox2 100 OR828460
Limon Trichoderma asperellum Trichl 100 OR418174
Pococi Fusarium oxysporum Fox3 100 OR828461
Talamanca  Purpureocillium lilacinum Pli 99,7 OR418119

*Porcentajes de identidad (%) calculados por medio de la herramienta en linea BLAST Nucleotide del National
Center for Biotechnology Information (NCBI). ** NUmeros de accesion de cada uno de los hongos identificados en

este estudio. Elaboracion propia.

Evaluacion del antagonismo in vitro de hongos nematéfagos

El analisis de varianza (ANOVA) revel6 diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a la interaccion de los hongos con las evaluaciones (p<0.05), lo que evidencié una
relacién entre los diferentes aislamientos y el tiempo de lectura. Estas variaciones ejercieron

un impacto significativo en la capacidad antagdnica sobre los nematodos, ya que el indice de
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mortalidad mas alto se observo luego de 42 horas de exposicion, en comparacion con la
primera lectura efectuada a las 24 horas.

El tratamiento control (Tx1), el cual Gnicamente contenia nematodos en los platos
Petri, no mostro diferencias significativas en términos del porcentaje de mortalidad en
comparacion a los otros tratamientos en los dos tiempos de lectura. El tratamiento control
(Tx1) present6 en promedio un porcentaje de mortalidad del 22,1% en la primera lectura (24
horas) y un 25,5% en la segunda lectura (42 horas) (Figura 1). La diferencia en mortalidad
en ambas lecturas fue del 3,3%, lo que hace indicar que R. similis se mantuvo activo y movil,
como era de esperar, ya que los nematodos se encontraban en el medio de cultivo AA + agua
destilada, sin estar expuestos a ningun antagonista.

Enel caso de T. asperellum (Trich3) y T. asperellum (Trichl) mostraron un promedio
de porcentaje de mortalidad del 28,8% y 25,1%, a las 24 horas después de la inoculacién
respectivamente. Estos valores no presentaron una diferencia significativa en comparacion
con el tratamiento control (Tx1). A las 42 horas de exposicidn, el tratamiento Trich3y Trichl
mostraron un aumento en el promedio de porcentaje de mortalidad, con valores del 53,3% y
37,7%, es decir, la diferencias entre ambos fueron del 24.5% y 12.6% respectivamente. Estos
resultados tienen relacion con los reportados por Candelero et al. (2015), quienes mediante
pruebas in vitro, después de 48 horas de inoculacién demostraron la capacidad antagonica de
varias especies de Trichoderma spp. sobre juveniles de Meloidogyne incognita con

porcentajes de reduccion en algunos casos, de hasta el 100%.
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Figura 1. Lineas de las medias de mortalidad (%) en funcién de los aislamientos para cada
lectura [Medias con letra comun no son diferentes estadisticamente (p>0.05)]. Elaboracion
propia.

En las cajas Petri inoculadas con T. asperellum (Trichl y Trich3), se logr6 observar
la presencia de una gran cantidad de esporas y micelio alrededor de la cuticula de los
nematodos (Figura 2 A y B). Este efecto se podria relacionar con la capacidad de
micoparasitismo que posee Trichoderma, asi como a su habilidad para competir por recursos
nutricionales y espacio. De acuerdo con Herrera et al. (2023), el fendmeno de
micoparasitismo involucra la produccion de una variedad de enzimas, entre las cuales se
incluyen quitinasas, glucanasas, quitobionas, peroxidasas, celulasas y proteasas, las cuales
pudieron en este estudio, explicar la capacidad de este hongo de penetrar la cuticula de los

nematodos. Ademas, investigaciones realizadas por Medina-Olea (2020) y Hernandez-
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Ochandia et al. (2015) indicaron que aislamientos de T. asperellum poseen la habilidad de
degradar la pared celular de R. similis, lo cual esté directamente vinculado con la actividad
de las enzimas liticas mencionadas anteriormente.

Asimismo, no se descarta la posibilidad de que T. asperellum (Trichly Trich3) hayan
producido y liberado al medio, metabolitos secundarios (MS) que, al interactuar con los
nematodos, provocaran su inmovilizacion y finalmente la muerte. Segin Medina (2016) y
Mesa-Vanegas et al. (2019), algunos de estos compuestos son policétidos, terpenos,
terpenoides, pirdgenos, fenoles y alcaloides.

En el caso de los dos aislamientos de F. oxysporum (Fox2 y Fox3), ambas presentaron
porcentajes de mortalidad del 25.9% y 28.8% respectivamente, a las 24 horas después de la
inoculacidn, similares al tratamiento control (Tx1) que fue de 25,5 %. Ambos aislamientos,
no mostraron diferencias estadisticamente significativas en términos del promedio de
mortalidad en comparacion con el Tx1 en la primera lectura.

En la segunda lectura, ambos tratamientos (Fox2 y Fox3), mostraron un aumento
significativo en el promedio de mortalidad de adultos y juveniles de R. similis con porcentajes
del 37.9% y 41.6% respectivamente. Ambos aislamientos mostraron diferencias del 12,0% y
12,8% en la segunda lectura a las 42 horas. Sobre este tema, Seong et al. (2021), reportaron
resultados similares con el uso de compuestos como la bikaverinay el &cido fusarico aislados
del hongo enddfito F. oxysporum con mortalidades del 50 y 43% del nematodo
Bursaphelenchus xylophilus. En este estudio la observacion de nematodos juveniles y adultos
inmoviles en los platos Petri inoculados con este hongo, podrian indicar la presencia de este
compuesto (Figura 2 C y D). Adicionalmente, en un estudio realizado por Morales-Garcia,
(2014) en el cual evalud el potencial de biocontrol de dos aislamientos de F. oxysporum
contra R. similis en vitroplantas de banano, se obtuvieron resultados similares a los de este
estudio con una reduccion de las poblaciones en raiz de un 39,2% y 54,1%.

De los cinco aislamientos utilizadas en esta investigacion, P. lilacinum (Pli) fue el
que mostrd el menor porcentaje de parasitismo en términos de su potencial como agente de
control biologico. En la lectura a las 24 horas, mostro un porcentaje de mortalidad del 18,8%,
menor que el que se observo en el tratamiento control (Tx1). En la segunda lectura a las 42

horas, alcanz6 un promedio de mortalidad del 25,8%, sin mostrar diferencias significativas
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con respecto al (Tx1) y con una media muy por debajo de los demas tratamientos (Trichl,
Trich3, Fox2 y Fox3) (Figura 1).

En un estudio realizado por Varela-Benavides et al. (2017), evaluaron el potencial
antagonista in vitro de P. lilacinum a las 96 horas contra R. similis. En ese estudio, obtuvieron
una tasa de mortalidad del 37.2%, lo que representd una diferencia del 11.4% mayor en
comparacion con los resultados obtenidos en este estudio, utilizando un aislamiento de la
misma especie. La diferencia en el porcentaje de mortalidad podria estar relacionada con el
tiempo de exposicion del nematodo con el antagonista, el sitio donde fue aislado y el tipo de
suelo (Flores-Castafieda, 2016). Adicionalmente, podria obedecer a pequefias variaciones en
las condiciones de laboratorio, como la temperatura, humedad y el medio de cultivo. Por otra
parte, a pesar de ser la misma especie, las diferencias en el parasitismo podrian deberse a la

variabilidad genética y fisioldgica de cada aislamiento de hongo, segun su nivel de eficacia.
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Figura 2. Actividad nemat6faga de algunos de los aislamientos utilizados para las pruebas
las pruebas in vitro. A. F. oxysporum B. T. asperellum. C. F. oxysporum D. T. asperellum
Heredia, 2023. Escala: A: 110 um. B: 120 pm. C: 170 um y D: 145 um. Elaboracion propia.
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Conclusiones

Se observo un aumento significativo en el porcentaje de mortalidad de los nematodos
en los tratamientos después de 42 horas de exposicién en comparacion con las mediciones
realizadas a las 24 horas. Los hongos T. asperellum y F. oxysporum demostraron una mayor
eficacia en el control de R. similis en comparacion con P. lilacinus y el tratamiento control.

Los resultados revelaron una interaccion importante entre los factores de tipo de
hongo y tiempo de exposicion, lo que significa que el efecto de los hongos en la mortalidad
de los nematodos puede variar dependiendo del tiempo de exposicion.

El uso de hongos nematdfagos es una prometedora estrategia de control de nematodos
fitoparéasitos; sin embargo, se requieren mas investigaciones para evaluar su eficacia en
diversas condiciones de suelo y cultivos, asi como para determinar su posible impacto
ambiental y en otros organismos no objetivo. Es importante realizar pruebas en invernadero
y campo para confirmar el potencial de estos hongos como controladores de nematodos y
para identificar factores que puedan afectar su efectividad, como temperatura, densidad de
indculo y fuentes de carbono.

Finalmente, este estudio proporciona informacion valiosa sobre el potencial de
algunos de estos hongos como métodos alternativos para el control de R. similis en el suelo.
Ademas, se evidencid la presencia de HN en la region Huetar Atlantica, por lo que podrian
ser una alternativa mas a los programas de manejo integrado de plagas en cultivos de

importancia agricola en Costa Rica.
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