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IR REsuMEN

El empleo en campo de microorganismos beneficiosos para los cultivos se ha convertido en una
herramienta fundamental para combatir plagas y enfermedades y para dotar a la planta de una mayor
defensa frente a los diferentes tipos de estreses biéticos y abiéticos a los que se pueda ver sometida. En
este estudio se han inoculado plantas de platanera con dos especies de hongos endéfitos pertenecientes
al género Aspergillus (A. oryzae y A. flavus), para confirmar si los resultados obtenidos previamente con
ambos aislados en laboratorio, frente al picudo de la platanera Cosmopolites sordidus (Germar 1824),
podian ser extrapolados a condiciones de campo. Los resultados obtenidos muestran que las plantas
inoculadas con A. flavus presentaron un valor medio de danos inferior al resto de los tratamientos, si bien
las diferencias no se pueden considerar estadisticamente significativas. Por otra parte, el porcentaje de
danos de las plantas se sitia mayoritariamente dentro del rango de 0 a 10% de afeccion en el cormo. La
gran variabilidad observada en los datos sugiere la necesidad de realizar este tipo de ensayos
empleando un nUmero mayor de muestras, con el fin de poder obtener datos mas concluyentes.

Palabras clave: picudo negro de la platanera, Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus, dafos en el
cormo.

N (NTRODUCCION, ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Elpicudo de la platanera, Cosmopolites sordidus Germar (Coleoptera, Curculionidae), representa una
plaga clave en el cultivo del platano y banana a nivel mundial, generando grandes pérdidas econémicas
en las areas de produccion de platano de todo el mundo. El dafio es causado por larvas de C. sordidus que
estan protegidas dentro del tejido de la planta, por lo que las estrategias de manejo van dirigidas a los
individuos adultos (Abagale et al., 2018).

La creciente demanda de produccion organica de los alimentos, esta contribuyendo a la adopcién de
un enfoque ecolégico en los métodos de control de plagas. En consecuencia, la reduccién del uso de
plaguicidas se ha convertido en una fuerte opcion para proteger el medio ambiente y la salud humana. De
ahique las investigaciones se estén centrando en la busqueda de alternativas mas racionales tales como
trampas cebadas con feromonas, nematodos, hongos entomopatégenos (Fancelli etal., 2013; Delgado et
al..2019) y microorganismos endéfitos (Paparu et al., 2009; Cabrera et al., 2017).

La investigacion planteada en este trabajo se centra en el empleo de éstos Ultimos. Todas las plantas
viven en estrecha asociacion con microorganismos presentes en su entorno, constituyendo el
“microbioma vegetal” (Verma et al., 2019). Los enddfitos son microorganismos que viven dentro de los
tejidos de las plantas durante parte o la totalidad de su ciclo de vida sin causar impactos negativos obvios
a la planta huésped (Wilson, 1995). Eltérmino enddfito fue introducido por primera vez en 1886 por De
Bary para los microorganismos (hongos, levaduras y bacterias) que colonizan los tejidos internos de las
plantas. (De Bary, 1884); esta definicion ha ido sufriendo modificaciones, siendo una de las ultimas
definiciones de endéfitos la propuesta por Posada y Vega (2005), quienes utilizaron este término para
describir todos los organismos que habitan en las diferentes partes internas de plantas, incluidas las
semillas. Estos microbios existen en un estado equilibrado de simbiosis, aunque una simbiosis
beneficiosa (mutualismo) puede convertirse en comensalismo o parasitismo dependiendo de las
circunstancias (por ejemplo, bajo estrés nutricional).
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Se han aislado enddfitos en todas las plantas examinadas hasta la fecha. Los enddfitos son
importantes por su papel en la mejora de la salud de las plantas, siendo responsables de cambios
fenotipicos (en términos de crecimiento, desarrollo y produccion) en varios cultivos (Rosenblueth y
Martinez-Romero, 2006). Los organismos enddfitos estan siendo estudiados como fuentes potenciales
de nuevas sustancias bioactivas porque tienen muchas aplicaciones potenciales (Wang & Dai, 2011),
ademas de representar un papel sumamente importante en procesos de micorremediacion en los
ecosistemas (Domka et al., 2019).

Diversos estudios ponen de manifiesto la presencia de una interesante comunidad endofitica
asociada a diferentes variedades dentro del género Musa, con propiedades frente a plagas y
enfermedades, y con capacidad para favorecer el crecimiento del cultivo (Martin, 2007; Dagamac et al.,
2008; Machungo etal., 2009; Waweru et al., 2015).

IR osJETvVO

En este trabajo se plantearon dos objetivos:

B [nocular en campo dos especies de hongos endéfitos del género Aspergillus para que colonicen
los tejidos vegetales del cultivo.

B Realizar una suelta controlada de picudo y establecer el grado de proteccién que dichos hongos
endéfitos pueden aportar a la platanera frente al ataque del insecto plaga en condiciones de
campo.

A MATERIAL Y METODOS

Este trabajo representa la continuacion de los ensayos llevados a cabo con anterioridad en la finca
experimental “La Quinta Roja”, perteneciente al Cabildo Insular de Tenerife, y ubicada en el municipio de
Garachico. En los ensayos previos fueron cuatro los hongos inoculados para valorar su capacidad de
colonizacion y efecto en la produccién (Cabrera et al., 2017) para este segundo ensayo fueron
seleccionadas las dos especies que mejores resultados habian mostrado en laboratorio frente a C.
sordidus: los hongos Aspergillus oryzae (Ahlburg) Cohny Aspergillus flavus Link (Martin, 2007).

CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS HONGOS ENDOFITOS EN EL LABORATORIO

Siguiendo el protocolo llevado a cabo en Cabrera et al., 2017, para cada hongo se prepararon 12
erlenmeyer de 250 ml de capacidad, con 100 gramos de arroz y 50 ml de agua destilada. Este material,
una vez esterilizado, fue sembrado con fragmentos del hongo endéfito en condiciones de asepsia,
empleando para ello una camara de flujo laminar. Los matraces inoculados se mantuvieron en
condiciones de oscuridad y a 25 grados, observandose de forma periédica para comprobar el
crecimiento fungicoy la posible aparicion de contaminaciones.

Trascurridas tres semanas desde la siembra, se prepararon bolsas herméticas con 10 gramos de
arrozinoculado para poder trasladar facilmente el materiala campo.
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Foto 1: Hongos seleccionados para el ensayo Foto 2: Indculo embolsado para su aplicacién en campo

LOCALIZACION DEL ENSAYO Y DISENO DEL EXPERIMENTO

El ensayo de campo se llevé a cabo en la Finca experimental situada en el norte de Tenerife en el
municipio de Garachico, denominada “La Quinta Roja” y propiedad del Cabildo Insular de Tenerife. La
planta empleada corresponde a platanera de cultivo in vitro de la variedad Brier.
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Foto 3: Vista aérea de la parcela objeto del ensayo

La inoculacién de las plantas fue previa a su siembra en la parcela, y cada maceta fue regada
inmediatamente después de la inoculacion para favorecer la penetracion del hongo en el cepelléon. Una
vez etiquetadas, las plataneras fueron sembradas en la parcela, estableciéndose un disefo estadistico
delensayo en bloques al azar con 4 tratamientos: T1 (A. oryzae). T2 (A. flavus), T3 [A. oryzae + A. flavus]y Th
(testigo, sinindculo). Cada bloque constaba de 5 plantas, y se realizaron 4 repeticiones por tratamiento.
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Foto 4: Parcela seleccionada para el ensayo

Foto 6: Plantas preparadas en campo para su plantacién Foto 7: Parcela con las plantas recién plantadas

A los cuatro meses de la siembra, se procedié a la toma de muestras del pseudotallo para confirmar
elasentamiento de los hongos endofitos en los tejidos vegetales. Se tomaron muestras de cuatro plantas
por tratamiento, dichas muestras fueron llevadas al laboratorio, desinfectadas superficialmente
(Giménez, 2006), cortadas en fragmentos pequenosy sembradas en placas Petri con medio de cultivo. Se
prepararon dos placas por muestra, y en cada una de ellas se colocaron 4 fragmentos de pseudotallo.
Las placas fueron mantenidas en oscuridad y a 25°C, y revisadas diariamente para observar el
crecimiento de los endéfitos inoculados.

Foto 8: Detalle de la toma de muestras en campo Foto 9: Muestras de pseudotallo
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Foto10: Desinfeccion superficial de las muestras Foto 11: Crecimiento del hongo enddfito

Tras confirmar la presencia de los organismos flingicos en el tejido vegetal sembrado, y en base a los
resultados obtenidos en el ensayo previo de Cabrera et al. 2017, se decidié realizar una segunda
inoculacion a los cinco meses de la primera, para asegurar la persistencia de los hongos endoéfitos en los
tejidos del vegetal antes de proceder a la suelta de los picudos. Se anadieron 80 gr de arroz inoculado a
cada planta tratada y se reg6 cada una de ellas con 10 litros de agua. También en este caso de tomaron
muestras a los tres meses, siguiendo el mismo procedimiento que la primera vez, comprobandose que
elhongo seguia estando presente en el pseudotallo.

Foto12: Preparacién de la mezcla indculo

Transcurridos nueve meses desde la primera inoculacién, se lleva a cabo la suelta de los picudos,
nueve individuos por planta. Para ello se humedece una zona proxima a la planta y se colocan los nueve
individuos tapandolos posteriormente con un fragmento de hoja.

Foto14: Adultos de picudos para colocar en planta Foto 15: Colocacion de picudos en cada planta




Efecto de la inoculacién de hongos endéfitos en

platanera frente al ataque del picudo negro

[Cosmopolites sordidus)

INFORMACION TECNICA —

Foto16: Adultos de picudos colocados en planta Foto 17: Picudos en campo cubiertos con hoja

Normalmente las evaluaciones de dano del picudo en musaceas se realizan en el momento de la
cosecha, destruyendo el cormo de la planta madre (Cubillo et al., 2001). El muestreo comenzé a los cinco
meses de la suelta del picudo, los cormos fueron limpiados y revisados, y se determiné el porcentaje de
dafo. Cubillo et al. 2001 describen que, si en la superficie no se encuentra ningun dafo, se le asigna un
coeficiente de infestacion de cero; si por el contrario, el area esta totalmente cubierta con minas, galerias
y pudriciones, el coeficiente de infestacion asignado sera 100, asignandose valores intermedios en
funcién de los dafios observados. En la valoracién de nuestro ensayo, hemos seguido el protocolo
descrito en Cubillo et al., 2001, pero con la siguiente modificacion: en lugar de analizar los dafos en la
periferia del cormo, se determiné el dafio presente realizando cortes transversales del cormo de la

planta.

TABLA 1: Coeficiente de dafio en la periferia del cormo por el picudo Cosmopolites sordidus (Cubillo et al., 2001, modificado)

Coeficiente de dafio (%) Descripcion

0 Sin galerias
5 Presencia de trazas de galerias
10 Dafo intermedio entre los coeficientes 5y 20
20 Un cuarto del area esta afectada por perforaciones y pudriciones
30 Dafo intermedio entre los coeficientes 20 y 40
40 La mitad del area esta afectada por perforaciones y pudriciones
60 Tres cuartas partes estan afectadas por perforaciones y pudriciones
100 Toda el area esta cubierta por perforaciones

Foto18: Cormo con dafo del 100% Foto 19: Cormo con un dano del 60%.




Efecto de la inoculacién de hongos endéfitos en
platanera frente al ataque del picudo negro
[Cosmopolites sordidus)

INFORMACION TECNICA —

Foto 20: Cormo sano Foto 21: Detalle de la larva en el interior del cormo

I ResuLTaDOS

En cuanto a la recuperacion de los aislados fungicos a partir de las muestras de pseudotallo
analizadas en el laboratorio, y tal y como se muestra en los graficos 1y 2, se confirman los resultados
obtenidos en el trabajo anterior de Cabrera et al. 2017, con unos porcentajes muy altos tanto en el primer
como en el segundo muestreo realizado. Si bien es verdad que en el segundo muestreo se observa un
descenso de un 25% y un 11,45% para los tratamientos T1+T2y T1 respectivamente, los valores obtenidos
indican que las dos especies de enddfitos siguen presentes en porcentajes elevados en los tejidos de la
platanera.

100

830

WmTi+T2 WT1+T2

Media de aistamientos en placa
Pdedlia de aislamienio an placa

Tratamientos aplicados ratamientos aplicados

Grafico 1y 2: Porcentaje de aislados recuperados en el primer y segundo muestreo respectivamente

|
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Madia da |

Tratarmientos aplicados

Grafico 3: Media y desviacion estandar del coeficiente de dafios para cada tratamiento
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Los valores representados en el grafico 3 muestran las medias y la desviaciéon estandar de los
coeficientes de dafos obtenidos para cada uno de los tratamientos. Tal y como se puede observar, el
tratamiento T2 present6 un descenso en el valor medio de los dafos, si lo comparamos con el resto de
tratamientos. Con los datos obtenidos se realizé el test no paramétrico permanova, mediante el paquete
estadistico PRIMER, obteniéndose un valor del estadistico Pseudo F3,76=0,146, que, al ser superior al
nivel de significacion de 0,05, nos indica que no hay diferencias significativas entre los tratamientos. La
desviacion estandar representada en el grafico superior muestra una dispersion y variabilidad grande
en los datos obtenidos, lo cual podria corregirse llevando a cabo el ensayo con un nimero mayor plantas
por tratamiento, lo que implicaria mas repeticionesy por tanto la obtencidn de datos mas concluyentes.
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Grafico 4: Anélisis detallado del porcentaje de dafio presentado por las plataneras en funcidn del tratamiento aplicado

Si nos dedicamos a analizar el nUmero de plantas afectadas, en funcién del gradiente de danos
establecido por Cubillo et al. 2001 (grafico 4), podemos observar que la mayor parte de las plantas
presentaron porcentajes de dafio comprendidos entre el0y el 10 %, es decir, poca superficie del cormo se
vio afectada por el picudo. Sin embargo, no podemos concluir que dicho resultado sea efecto de los
organismos endofitos, ya que aparece tanto en las plantas inoculadas como en las testigo.

A pesar de ello, y aunque no haya diferencias significativas, queda patente que en base a los datos
registrados los dafos fueron menores en aquellas plataneras inoculadas con elhongo A. flavus. Por otro
lado, la aplicacién conjunta de los dos hongos endéfitos (tratamiento T3), que a priori se planteé como un
posible efecto de sinergia para potenciar la actividad de ambos, no mostré el resultado esperado.

Llevar a cabo una segunda inoculacién de los endéfitos a lo largo del cultivo permite asegurar la
presencia del mismoy por tanto potenciar su efecto sobre la platanera. Se plantea por tanto para ensayos
posteriores, seguir esta dinamica y trabajar con un mayor nimero de plantas para asegurar una menor
desviacion de los datos obtenidos.
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