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1.- RESUMEN

Los hongos enddfitos constituyen una herramienta natural fundamental para que las plantas
adquieran protecciéon frente a plagas y enfermedades que provocan cuantiosas pérdidas en la
agricultura. Se llevo a cabo un ensayo de inoculacion de 4 hongos endofitos en plantas de platanera
variedad Brier. Dichos enddfitos habian sido obtenidos previamente a partir de muestras de platanera,
y resultaron activos en laboratorio frente a Chrysodeixis chalcites, Cosmopolites sordidus o Fusarium
oxysporum. Para el estudio, los enddfitos se desarrollaron sobre arroz estéril en el laboratorio. En
campo, se sembraron cinco parcelas, con 10 plantas para cada enddfito y parcela con un disefio de
bloques al azar. Los objetivos planteados fueron, por un lado, y tras la inoculacion de los hongos
endofitos, comprobar su capacidad de colonizacion de los tejidos vegetales, y por otro, determinar si
la presencia de estos endofitos produce algun efecto en la produccion del cultivo. Se realizaron tres
muestreos a lo largo de un afo, a los 4, 8 y 15 meses tras la inoculacién, consiguiendo recuperar los
endofitos inoculados en los dos primeros muestreos. De forma adicional, y de cara a continuar
estudios relacionados con el control de plagas y enfermedades de la platanera, se llevo a cabo una
Unica observacion de la incidencia de plaga (lepidépteros, mosca blanca) asi como de la presencia de
plantas con sintomas de enfermedad. Ademas se valoro el peso de los racimos al final del cultivo. Los
datos obtenidos a partir de estos ensayos preliminares ponen de manifiesto que son necesarias
nuevas inoculaciones para que el enddfito se asiente por mas tiempo en el vegetal. Por otra parte, no
se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al peso de los racimos.
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2.-INTRODUCCION, ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Los hongos endofitos son un grupo de microorganismos, de enorme diversidad bioldgica, que
viven en las plantas durante al menos una parte de su ciclo de vida sin causar ninguna manifestacién
visible de la enfermedad (Bacon and White, 2000). Se trata de una asociacién planta-microbio Unica
de costo-beneficio definida por "ubicacion" que es transitoriamente asintomatica, discreta y
establecida enteramente dentro de los tejidos vivos de la planta huésped (Kusari and Spiteller, 2012).
Durante esta asociacion, ninguno de los organismos que interactian se perjudica perceptiblemente.
Como consecuencia de la interaccion que se establece entre el enddfito y la planta, se han observado
efectos que mejoran la adaptacion de la planta al ecosistema en el que habita al aumentar su
tolerancia al estrés, a los cambios de temperatura y salinidad, a su crecimiento (Zheng et al., 2016) y
a su resistencia frente a las enfermedades, bacterias, nematodos, herbivoros, insectos y hongos
patéogenos (Aly et al., 2011). En los ultimos afios se ha investigado también la capacidad de los
microorganismos endofitos para reducir la toxicidad de los metales a las plantas y asi mejorar la
eficiencia en el proceso de fitorremediacién (Deng et al., 2017).
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Plantas de platanera que han sido inoculadas con cepas no patégenas de Fusarium oxysporum,
muestran una mejora en el desarrollo de sus tejidos, (Machungo, 2009), mayor resistencia contra el
picudo de la platanera (Cosmopolites sordidus) (Paparu et al., 2009), el mal de Panama (Fusarium
oxysporum f. sp. cubense) (Dagamac et al., 2008) y los nematodos Radopholus similis (Vu et al.,
2006; Mendoza et al., 2009) y Pratylenchus goodeyi (Mwaura et al., 2010).

En la actualidad, la gestion integrada de plagas (GIP), que promueve su manejo mediante
métodos mas respetuosos con el medio ambiente, es una cuestion obligatoria en toda la Union
Europea (Directiva 2009/128/CE, DOUE 24-X1-2009, L309:71-86; con transposicion en Espafia a
través del Real Decreto 1311/2012, BOE-A-2012-11605). Por ello, se hace necesario encontrar
nuevas herramientas que minimicen los riesgos a la salud humana y medio ambiental y que actuen
eficazmente en el control de las plagas y enfermedades.

3.- OBJETIVO

En este trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

- Comprobar su capacidad de colonizacién de los tejidos vegetales tras la inoculacién de
los hongos enddfitos.

- Determinar si la presencia de estos enddfitos producen algun efecto sobre la produccion
del cultivo.

4.- MATERIAL Y METODOS

4.1.- Hongos endofitos seleccionados

Los enddfitos empleados para hacer los ensayos fueron Fusarium oxysporum Schitdl,
Penicillium pinophilum Thom C., Aspergillus oryzae (Ahlburg) Cohn y Aspergillus flavus Link (foto 3),
aislados previamente a partir de muestras de platanera, y que resultaron activos en laboratorio frente
a insectos plaga y hongos fitopatégenos de dicho cultivo (Martin, 2007).

Se sembraron en erlenmeyer con arroz previamente esterilizado (foto 1). Transcurridas entre
dos y tres semanas de crecimiento, se tomo el arroz inoculado y se transfirié a pequefias bolsas de
plastico con agua destilada estéril (foto 2). El material asi preparado es trasladado a campo para
llevar a cabo la inoculacion de las plantas de platanera.

Foto 1.- Erlenmeyer con arroz inoculado con los hongos Foto 2.- Bolsitas con hongos endofitos preparadas para la
endofitos. inoculacion.
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Foto 3.- Siembra en placa de los hongos enddfitos inoculados: arriba izq.:
Aspergillus oryzae; arriba der.: Aspergillus flavus; abajo izq.: Fusarium oxysporum;
abajo der.: Penicillium pinophillum.

4.2.- Localizacion del ensayo, diseio y evaluacion

El ensayo se realiz6 en la finca experimental “La Quinta Roja”, perteneciente al Cabildo Insular
de Tenerife, y ubicada en el municipio de Garachico (foto 4). EI material vegetal empleado
corresponde a plantas de platanera procedente de cultivo in vitro de la variedad Brier.

Foto 4.- Vista aérea de la finca con las 5 parcelas objeto del ensayo.

El inéculo se aplicé cuando la planta estaba en maceta efectuando un riego posterior para
incorpora el inéculo al cepellon. Cada platanera fue etiquetada con la identificacion del hongo
inoculado, y posteriormente se realizé la plantacion de las mismas en las cinco parcelas, con 10
plantas para cada enddfito y parcela (foto 5, 6, 7 y 8). El diseno estadistico del ensayo fue en bloques
al azar con 6 tratamientos: 4 hongos enddfitos, 1 en blanco (arroz libre del inddfito) y 1 testigo (sin
indculo), y 5 repeticiones (parcelas).
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Foto 5.- Aplicacion del hongo endéfito. Foto 6.- Plantas con el hongo enddfito aplicado.

Foto 7.- Colocacion de las plantas inoculadas en parcela. Foto 8.- Planta inoculada en el momento de la plantacion.

Se realizaron tres muestreos (a los 4, 8 y 15 meses de la inoculaciéon) en cada uno de los
cuales fueron seleccionadas al azar dos plantas por tratamiento y repeticion (parcela).

Con un sacabocado se obtuvieron cilindros de pseudotallo que fueron llevados al laboratorio
para proceder a su desinfeccion superficial (Giménez, 2006) (foto 9). Pequefios fragmentos de cada
muestra fueron sembrados en placas con medio de cultivo y se llevd a cabo una observacion diaria
para detectar el crecimiento en placa de los posibles enddfitos presentes.
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Foto 9.- Toma de muestra con sacabocado en el Foto 10.- Extraccidon en laboratorio de la muestra del sacabocado.
cormo de la planta.

Foto 11.- Corte de la muestra para siembra.

En total, por planta, se prepararon 4 placas: tres de ellas, con cuatro fragmentos de pseudotallo,
correspondientes a la parte exterior, media e interior del mismo (foto 12 y 13). La otra placa, la
denominada “huella” se prepar6 pasando sobre el medio de cultivo el fragmento de platanera
desinfectado, para asegurarnos que la esterilizacion superficial se habia realizado de forma correcta.

Foto 12.- Fragmentos de pseudotallo con crecimiento de Foto 13.- Fragmentos de pseudotallo con crecimiento de
hongo inoculado. hongo inoculado.

De forma adicional, y de cara a continuar estudios relacionados con la capacidad de los hongos
enddfitos en el control de plagas y enfermedades de la platanera, se llevd a cabo una Unica
observacion de la incidencia de las plagas asi como de la presencia de plantas con sintomas de
enfermedad. Para determinar la presencia de mosca blanca se estimo el porcentaje ocupado del area
foliar del envés de la hoja de las ultimas cuatro hojas emitidas por planta, mientras que para la lagarta
se tuvo en cuenta el porcentaje de area foliar con danos de las ultimas cuatro hojas emitidas por
planta (Hernandez et al., 2017; Perera et al., 2009).
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Para poder determinar el efecto de la inoculacién sobre la produccion del cultivo, se pesaron
todos los racimos en el momento de la recoleccion, tanto los tratados, como los seleccionados como
blanco y testigo, realizandose un analisis estadistico de los resultados obtenidos con el programa
Statistix 10,0.

5.- RESULTADOS

Como se puede observar en la tabla 1, en el primer muestreo se recuperan los 4 hongos
inoculados y este resultado se extiende a las 5 parcelas, siendo el hongo A. flavus el que presenta
mayores tasas de aislamiento. Sin embargo, a partir del segundo muestreo los % de aislamiento
disminuyen de forma considerable, alcanzando valores nulos en el tercer muestreo. Dado que no se
disponen de datos previos a estos ensayos, cabe establecer la hipétesis de que una sola inoculacién
no es suficiente para que el hongo enddfito permanezca en la planta durante todo el ciclo de la
misma, por lo que sera necesario una nueva inoculacion para aumentar la presencia del enddfito en
la planta.

Tabla 1: Porcentaje de aislamiento de cada hongo endéfito por parcela y muestreo

parcelal parcela2 parcela3 parcela4 parcela5

Muestreos

A. flavus

A. oryzae

P. phinophylum

F. oxysporum

Las gréaficas 1 y 2 muestran el porcentaje de aislamiento en funcién de la zona del pseudotallo
analizada. No se incluye el grafico correspondiente al tercer muestreo, ya que en éste no se
recuperaron los enddfitos aislados. En el primer muestreo se observa que el hongo A. flavus domina y
ademas tiene una mayor presencia en las partes media e interna de la muestra, lo cual se repite en el
muestreo 2 para ese mismo hongo. El siguiente en % de aislamiento es A. oryzae, principalmente en
el primer muestreo, ya que en el segundo no se aislé en un porcentaje tan elevado. P. phinophylum
presenta diferencias visibles entre el primer y segundo muestreo, mientras que F. oxysporum, a
diferencia del resto, aumenta en el segundo muestreo, dominando en la parte mas externa en las
primeras muestras, y apareciendo con mas frecuencia en la zona interna de pseudotallo en el
segundo muestreo.
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Grafica 1: Porcentaje de aislamiento de los endéfitos en el primer muestreo, en base a la zona del pseudotallo
estudiada.
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Grafica 2: Porcentaje de aislamiento de los endéfitos en el segundo muestreo, en base a la zona del pseudotallo
estudiada.

Para determinar la posible relacion entre presencia del enddfito e incidencia de plagas se llevé a
cabo un muestreo total de 980 hojas, en 375 (38,26%) de las cuales habia presencia de mosca
blanca en grado 1 (menos de un 20% de ocupacién) y tan sélo 19 (1,93%) mostraron dafos por
lagarta, también en grado 1 (menos de un 20% de danos). No se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos, blanco y testigo (grafica 3).
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Grafico 3: Namero de hojas muestreadas y grado de incidencia de plagas

En relacion al peso de los racimos, se llevo a cabo el analisis estadistico basado en el test HSD
de Tukey (grafico 4). Los valores obtenidos indican que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos. Cabe considerar que este resultado parece estar relacionado con la disminucion en el
porcentaje de aislamiento de los endofitos en el segundo muestreo, y la desaparicion de los mismos
en el tercero. Si tal y como muestran los resultados, el enddfito no se asienta de forma definitiva con
una sola inoculacion, parece légico que no haya diferencias significativas en el pesado de la fruta.

44 46 48 50 52 54

Grafica 4. Promedio de peso por racimo y tratamiento. Para cada valor representado, las barras designadas con la
misma letra indican que no hay diferencias significativas, para un alfa de 0,05.

En base a los resultados obtenidos, se plantea la necesidad de realizar nuevos ensayos, queda
patente que una unica inoculacién a comienzo del cultivo no es suficiente para que el hongo enddfito
permanezca y se asiente en los tejidos vegetales, por lo que serian necesarias nuevas inoculaciones
que proporcionen nuevos datos sobre la capacidad de colonizacién de los hongos enddfitos y su
posible influencia en la produccién del cultivo, asi como posibles tolerancias a determinadas plagas y
enfermedades.
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