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Los hongos enddfitos son un grupo de microorganismos que habitan dentro de la planta sin causar
dafos aparentes de enfermedad. Mantienen una estrecha relacidn con la planta hospedera y son
capaces de producir metabolitos secundarios y modificar los mecanismos de defensa de la planta,
siendo una alternativa de alto potencial para el manejo de plagas y enfermedades en cultivos de
importancia agricola. Estudios previos realizados en plantas de platanera, han confirmado que la
inoculacién de hongos endoéfitos permite el asentamiento de los mismos en el tejido vegetal de la
planta, poniéndose también de manifiesto que dichos organismos pueden constituir una
herramienta de interés para proteger al vegetal de daios causados por organismos fitopatdgenos.
En este trabajo se ha procedido a la inmersidn radicular de plantas de platanera en agua con indculos
correspondientes a las especies de hongos endéfitos Aspergillus oryzae y Aspergillus flavus, solos y
combinados. Tras la inoculacidén y posterior comprobacién del asentamiento de los hongos en el
tejido vegetal, se procedid a la suelta controlada de adultos de Cosmopolites sordidus. Los resultados
obtenidos muestran que las plantas inoculadas con A. flavus presentaron un porcentaje menor de
dafos que el resto de las plantas.

Palabras clave: inoculacion, cormo de la platanera, hongos endoéfitos, Aspergillus, gorgojo negro del
banano.
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1.- INTRODUCCION, ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El picudo negro de la platanera, Cosmopolites sordidus Germar, es reconocido como la plaga mas
grave de este cultivo en todo el mundo. Son numerosos los estudios que se han llevado a cabo para
conocer su biologia, asi como numerosas son también las investigaciones relacionadas con diversos
métodos de control para evitar los dafos y las pérdidas que este insecto provoca a nivel mundial.

El control quimico de C. sordidus plantea serios problemas relacionados con aspectos tan
importantes como la aparicién de resistencia, riesgo para la salud, y el impacto medioambiental
(Armendariz, et al., 2014), de ahi la necesidad de buscar nuevas estrategias que permitan un control
mas racional de la plaga. Estudios estadisticos basados en meta-analisis muestran que, de todas las
estrategias de control posibles, los hongos y nematodos entomopatdgenos, asi como los
depredadores, son los organismos con mayor eficacia en el manejo de C. sordidus (Miranda et al.,
2019).

La gestion integrada de plagas (GIP) es una estrategia de control que consiste en combinar de forma
racional medidas bioldgicas, biotecnoldgicas, quimicas, y de cultivo, llevando al minimo el empleo de
productos fitosanitarios. El fin que se persigue es mantener los niveles de insectos plaga por debajo
de sus umbrales econdmicos de dafos (Ramos et al., 2015).

Dentro de esta estrategia de control existen numerosas experiencias relacionadas con el empleo de
trampas con feromonas para la captura del picudo negro; los estudios son diversos: comparacion
entre trampas cebadas con feromonas sintéticas frente a las trampas tradicionales de pseudotallo
(Alpizar y Rodriguez, 2000); estudio de la eficacia en las capturas en funcién del tipo de trampa, color,
tamafo y posicién (Reddy et al., 2009) y la eficacia del trampeo masivo de C. sordidus en Guadalupe
y en Azores (Rhino et al., 2010; Ventura et al.,2012).

En Canarias también se han llevado a cabo estudios diversos relacionados con el empleo de
feromonas, comparando la eficacia de diferentes feromonas de agregacion, asi como la influencia de
su control en funcidn de la localizacion y tipo de cultivo (zona norte, zona sur, cultivo al aire libre o
en invernadero), obteniendo en todos los casos resultados de interés en el nimero de capturas
(Cabrera, 2016; Delgado et al., 2019; Montesdeoca, 1998; Velazquez et al.,2015).

Importantes también son las investigaciones relacionadas con el empleo de agentes de control
bioldgico tales como nematodos y hongos entomopatdgenos (Fancelli et al., 2013; Amador et al.,
2015). Cabe destacar que en Canarias se han llevado a cabo ensayos con las especies de hongos
entomopatdgenos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae con el fin de evaluar su eficacia
(Perera Gonzalez et al., 2018; Piedra-Buena Diaz et al. en 2017, 2021)

Dentro de esta linea de control bioldgico, se incluyen las experiencias de campo centradas en el
empleo de hongos enddfitos para el control de C. sordidus (Cabrera et al., 2017; Paparu et al., 2009).
Estos organismos, que establecen simbiosis con los tejidos vegetales, mejoran la adaptacion de la
planta a su entorno, permitiéndole una mayor tolerancia a los cambios de temperatura y salinidad
(Zheng et al., 2016) y confiriéndole una mayor resistencia frente a las enfermedades, bacterias,



agrocabildo

INFORMACION TECNICA

nematodos, herbivoros, insectos y hongos patégenos (Aly et al., 2011). En los ultimos afios se ha
investigado también la capacidad de los microorganismos enddfitos para reducir la toxicidad de los
metales para las plantas, mejorando asi la eficiencia en el proceso de fitorremediacion (Deng y Cao,
2017).

Ensayos llevados a cabo con plataneras que han sido inoculadas con cepas no patégenas de Fusarium
oxysporum, muestran una mejora en el desarrollo de sus tejidos, (Machungo et al., 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 (Mendoza y Sikora, 2009) y Pratylenchus goodeyi (Mwaura et al., 2010).

Estudios previos llevados a cabo en la isla de Tenerife (Cabrera et al., 2017; Giménez y Perera, 2020)
muestran que es factible la inoculacién de hongos endéfitos en campo, asi como su posterior
recuperacion a partir de los tejidos inoculados, lo cual muestra la gran capacidad de colonizacién que
poseen estos organismos beneficiosos. Los resultados de ensayos anteriores relacionados con la
inoculacién y posterior evaluacién de dafios (Giménez y Perera, 2020), mostraron que las plantas
inoculadas con una de las cepas fungicas (Aspergillus flavus) presentaron porcentajes de dafos
menores provocados por el picudo de la platanera, frente a aquellas que fueron inoculadas con otras
especies fungicas o las plantas testigo.

2.- OBJETIVO

En este trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

- Inocular, mediante un proceso de inmersidn radicular, dos especies de hongos endéfitos del
género Aspergillus en plantas de platanera en maceta.

- Evaluar el porcentaje de dafios del cormo entre las plantas de platanera inoculadas vy las
plantas control tras la realizacidn de una infestacion artificial de picudo.

3.- MATERIAL Y METODOS

Este trabajo forma parte de una serie de ensayos llevados a cabo en la Granja Experimental “La
Quinta Roja”, perteneciente al Cabildo Insular de Tenerife, y ubicada en el municipio de Garachico.
Los trabajos previos (Cabrera et al., 2017; Giménez y Perera, 2020) fueron realizados sobre plantas
sembradas en parcelas, sin embargo, en este caso se ha trabajado con plantas en maceta
procedentes de cultivo in vitro de cuatro meses de edad.

3.1.- PREPARACION DEL MATERIAL FUNGICO EN EL LABORATORIO

Los hongos endofitos seleccionados para realizar la experiencia pertenecen a las especies Aspergillus
oryzae (Ahlburg) Cohn y Aspergillus flavus Link (foto 1), empleadas también en el ensayo de campo
anterior, por presentar en laboratorio importante actividad frente a C. sordidus (Martin, 2007).

3
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Se prepararon 10 matraces de 250 ml de capacidad con medio liquido PDB (Potato Dextrosa Broth),
para cada especie fungica. Una vez esterilizados, fueron inoculados en la cdmara de flujo laminar con
fragmentos del hongo correspondiente.

Los matraces inoculados se mantuvieron en un agitador orbital en condiciones de oscuridad y a 25°C,
observandose de forma periddica para comprobar el crecimiento fungico, la formacién de esporas, y
la posible aparicion de contaminaciones.

Trascurridas dos semanas desde la siembra, se procedio al filtrado de los hongos, para obtener una
solucion de esporas. Se tomaron muestras del filtrado obtenido, y se llevaron a la camara de
Neubauer, para contabilizar el nimero de conidios, y ajustar la cantidad a 5x108 esporas/ml (foto 2
y 3). El proceso de preparacion de las suspensiones se programa para tenerlas listas el dia previo a la
visita a la finca.

Foto 1.- Cepas fungicas seleccionadas para el ensayo. Foto 2.- Crecimiento del hongo en medio liquido y cdmara
de Neubauer para conteo de esporas.

Foto 3.- Filtrado del hongo para obtener la suspensién de esporas.
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3.2.- REALIZACION DEL ENSAYO

El ensayo de campo se llevé a cabo en un umbraculo instalado en la Granja Experimental “La Quinta
Roja”, propiedad del Cabildo Insular de Tenerife y ubicada en el municipio de Garachico (fotos 4 y 5).
Se emplearon para el estudio plantas en maceta de cultivo in vitro de la variedad Brier®. El indculo
fungico correspondiente a cada especie fue vertido en 4 recipientes de 25 litros de capacidad.
Ademas, se prepararon 4 recipientes en los cuales se mezcld inéculo de ambos hongos, para
comprobar el efecto de sinergia que pudieran tener sobre la platanera, ademas de otros 4 recipientes
sélo con agua.

Foto 4.- Situacion de la Granja Experimental “La Quinta Foto 5.- Vista aérea de la ubicacién del umbraculo en la
Roja”. Granja Experimental.

Se colocd un registrador de datos modelo OMEGA OM-92 para monitorizar la temperatura y la
humedad del umbraculo a intervalos de 30 minutos durante el desarrollo del experimento. Los
valores registrados a lo largo del ensayo se presentan en el grafico 1 con valores promedio de 23,5°C
de temperaturay 71,5% de humedad.

Grafico 1.- Registro de temperatura y humedad durante el ensayo
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El cepelldn conteniendo las raices de las plataneras permanecié sumergido durante 20 minutos en la
solucion, posteriormente se pasaron de nuevo a sus respectivas macetas y se ubicaron en el
umbraculo donde permanecieron a lo largo de todo el ensayo (fotos 6 y 7). Las plantas fueron
colocadas siguiendo un disefio estadistico en bloques al azar con cuatro tratamientos: T1 (A. oryzae),
T2 (A. flavus), T3 (A. oryzae + A. flavus) y T4 (testigo, sin inéculo) (imagen1l).

Fotos 6y 7.- Inmersidn de las plataneras en los recipientes para el ensayo y ubicacion de las plataneras en el umbraculo.

MoR X xR XM XX X X X ox ox
ox X X X XX X X X X X
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T2 ]
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Imagen 1.- Croquis del ensayo realizado siguiendo un disefio de bloques al azar
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Transcurridos dos meses desde la inoculacion, se procedié a la toma de muestras para confirmar la
colonizacion de los hongos endodfitos en los tejidos vegetales. Se seleccionaron al azar plantas de los
cuatro tratamientos, y mediante un sacabocados se tomaron muestras del pseudotallo, las cuales se
desinfectaron superficialmente en laboratorio y se sembraron en placas con medio de cultivo para

observar el crecimiento de los hongos (fotos 8 a la 12) (Cabrera et al., 2017; Giménez, 2006; Giménez
y Perera, 2020).

Fotos 8 y 9.- Toma de la muestra en campo.

Fotos 10y 11.- Procesado de las muestras en el laboratorio.

Foto 12.- Crecimiento de los hongos endéfitos a partir del
material vegetal tomado en campo

7
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A los tres meses de la inoculacion, se llevd a cabo la suelta de picudo, en torno al cuello de la planta,
colocandose 8 individuos adultos por platanera. Cada maceta fue envuelta en una malla tipo antitrips
(20x10 hilos/cm?) para evitar que los picudos pudieran salir de la misma (fotos 13, 14 y 15).

Fotos 13 y 14.- Colocacion de los adultos de picudo en las macetas.

Foto 15.- Colocacidn de las mallas para evitar la salida del insecto plaga.

En los meses siguientes se realizaron visitas periddicas a la finca para comprobar la evolucion de las
plantas, y cuatro meses después de la colocacion de los insectos se procedid al levantamiento del
ensayo. El ciclo del picudo de la platanera puede durar entre 40-45 dias, dependiendo de las
condiciones de humedad y temperatura, pero se decidié prolongar el momento de evaluacidn para
asegurar que los individuos del ensayo tuvieran tiempo suficiente para completarlo e incluso dar
lugar a una nueva generacion.

Las evaluaciones de dafio del picudo en musaceas se realizan en el momento de la cosecha,
destruyendo el cormo de la planta madre (Cubillo et al., 2001). Este periodo es adecuado cuando
hablamos de plantas sobre el terreno, pero en el caso de plantas en maceta, el tiempo para muestrear
debe acortarse.

La evaluacion se realizé por bloques, eliminando con cuidado la malla protectora, y realizando un
conteo de los picudos que se encontraban en cada maceta (fotos 16 y 17). A continuacion, se llevé a
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cabo la limpieza y revision del cormo, realizando cortes en la periferia del mismo para determinar el
porcentaje de dafo (fotos 18 y 19).

Cubillo et al. 2001 describen que, si en la superficie no se encuentra ningln dano, se le asigna un
coeficiente de dafio de cero; si, por el contrario, el area esta totalmente cubierta con minas, galerias
y pudriciones, el coeficiente de infestacion asignado sera 100, asigndandose valores intermedios en
funcion de los danos observados (tabla 1).

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

Coeficiente de dafio (%) Descripcion
0 Sin galerias
5 Presencia de trazas de galerias
10 Dafio intermedio entre los coeficientes 5y 20
20 Un cuarto del drea esta afectada por perforaciones y pudriciones
30 Dafio intermedio entre los coeficientes 20 y 40
40 La mitad del drea esta afectada por perforaciones y pudriciones
60 Tres cuartas partes estan afectadas por perforaciones y pudriciones
100 Toda el drea esta cubierta por perforaciones

Fotos 16 y 17.- Recuperacion y registro de ejemplares de picudo adulto y larvas tras el ensayo.

Foto 18.- Pelado inicial del cormo para evaluacion de Foto 19.- Cormo pelado para la evaluacién de dafios.
los dafios.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.- PORCENTAJES DE DANOS GLOBALES

Tal y como se observa en el grafico 2, los porcentajes de dafio fueron menores en aquellas plantas
inoculadas con el tratamiento 2 (A. flavus), con una media de dafos del 42,12 %, seguido de los
tratamientos T4, T3, y T1, con valores medios de 61,76%, 74,70% y 77,44%, respectivamente. Estos
resultados dejan patente que entre el testigo (T4), la inoculacién con A. oryzae (T1), y la combinacidn
A. oryzae +A. flavus (T3) no se obtuvieron diferencias significativas.

90,00
80,00

70,00

PORCENTAIJE DE DANOS

60,00

T1
50,00
T2
40,00 T3

30,00 mT4
20,00

10,00

0,00
TRATAMIENTOS APLICADOS

Gréfico 2.- Porcentaje de dafios obtenidos (media y desviacion) en funcion del tratamiento aplicado.

Analizando los datos obtenidos mediante un analisis univariado de varianza, empleando el programa
SPSS Statistic, y aplicando la prueba de homogeneidad de varianzas y ANOVA (tabla 2) se obtuvo un
valor de distribucidn F superior a 1, lo que indica que hay un efecto positivo del factor “tratamiento”.
El P-valor (Sig.) tiene un valor de 0,001, que es menor que el nivel de significacién 0,05. Por lo tanto,
hemos comprobado estadisticamente que estos 4 grupos son distintos. Para determinar donde
pueden estar las diferencias, se realizd un contraste de comparaciones multiples.

Tabla 2: Comparacion entre tratamientos en funciéon de los porcentajes de dafios obtenidos.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica
Entre grupos 10189,130 3 3396,377
Dentro de grupos 37038,811 64 578,731
Total 47227,941 67

10
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El método de Tukey para comparaciones multiples (tabla 3) mostré que las diferencias significativas
aparecen entre el tratamiento 2 y el resto de tratamientos aplicados (con una significacion menor de
0,05 en todos los casos) no habiendo diferencias importantes entre los demas grupos de tratamientos
(en los que se obtuvieron valores de significaciéon superiores a 0,05). Esto viene a confirmar lo
observado de forma clara en el gréfico 2, donde queda patente que la inoculacién del hongo A. flavus
parece ejercer un efecto positivo ya que disminuye los dafios provocados por el picudo en las plantas
tratadas con dicho hongo endéfito. Ademas, estos datos coinciden con los resultados obtenidos por
Giménez y Perera 2020, donde se observo que las plantas inoculadas con A. flavus presentaron un
descenso en el valor medio de los dafios.

Tabla 3: Comparacion multiple que muestra entre qué grupos se encuentran las diferencias.

Comparaciones multiples
Variable dependiente: dafos
Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de Limite

() tratamiento (J) tratamiento medias (I-J) Desv. Error Sig. Limite inferior ~ superior

1 2 33,67521" 8,75611 0,002 10,5780 56,7724
3 2,94444 7,81590 0,982 -17,6726 23,5615
4 12,67974 8,13602 -8,7818 34,1412

2 1 -33,67521° 8,75611 -56,7724 -10,5780
3 -30,73077° 8,57055 -53,3385 -8,1230
4 -20,99548 8,86345 -44,3758 2,3849

3 1 -2,94444 7,81590 0,982 -23,5615 17,6726
2 30,73077 8,57055 0,004 8,1230 53,3385
4 9,73529 7,93597 0,612 -11,1985 30,6691

4 1 -12,67974 8,13602 0,409 -34,1412 8,7818
2 20,99548 8,86345 0,004 -2,3849 44,3758
3 -9,73529 7,93597 0,612 -30,6691 11,1985

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

4.2.- PORCENTAJES DE DANOS POR FILAS

Atendiendo al analisis de los dafos, dentro de cada tratamiento, y por fila, se observa una diferencia
clara en los valores obtenidos dentro de los tratamientos 2 (A. flavus) y 4 (testigo) (grafico 3). Para
ambos, la fila 1 es la que posee un menor porcentaje de dafios, en relacidén al resto de filas. Esta
observacion se confirma con el analisis de varianza realizado, en base al cual el nivel de significacion
obtenido para filas dentro de los tratamientos 1 y 3 es superior a 0,05, lo que indica que no existen
diferencias significativas, mientras que dentro de las filas correspondientes a los tratamientos 2 y 4
si aparecen diferencias significativas, entre la fila 1 y las tres restantes (tabla 4).

En principio no hay ningun parametro que permita justificar estas diferencias obtenidas. Si bien es
cierto que analizando el grafico 3, se observa que, aunque la diferencia es minima, las filas 1 de los

11
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tratamientos 1 y 3 también poseen un porcentaje de dafios menores que el resto de las filas de los

respectivos tratamientos.
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Grafico 3: Porcentaje de dafios obtenidos dentro de cada tratamiento, en funcién de la fila o hilera analizada.

Una posible explicacion es que la fila 1 es la mas cercana a la puerta del umbraculo, de modo que la
apertura de la puerta a lo largo del periodo de ensayo, para el control del mismo, pudiera haber
generado pequefias fluctuaciones ambientales que modificaran de forma puntual la humedad y
temperatura de las macetas mas proximas a la entrada, y eso pudiera haber afectado a la propia
biologia y comportamiento del insecto plaga. El hecho de haber encontrado diferencias entre las filas,
representa un indicativo de la importancia de realizar el disefio experimental por bloques al azar.

Tabla 4: analisis de varianza que determina las diferencias por filas en los distintos tratamientos.

()fila () fila Sig. (T1) Sig. (T2) Sig. (T3) Sig. (T4)
1,00 2,00 0,958 0,005* 0,343 0,059
3,00 0,403 0,002* 0,116 0,005*
4,00 0,191 0,005* 0,332 0,031*
2,00 1,00 0,958 0,005* 0,343 0,059
3,00 0,456 0,579 0,432 0,335
4,00 0,235 0,731 0,940 0,633
3,00 1,00 0,403 0,002* 0,116 0,005*
2,00 0,456 0,579 0,432 0,335
4,00 0,673 0,863 0,503 0,689
400 1,00 0,191 0,005* 0,332 0,031*
2,00 0,235 0,731 0,940 0,633
3,00 0,673 0,863 0,503 0,689

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

12
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4.3.- NUMERO DE PICUDOS RECUPERADOS

En la infestacion artificial de picudos se realizo una suelta total de 768 individuos adultos. Tal y como
se puede observar en el grafico 4, el mayor nimero se recuperd en las plataneras inoculadas con los
hongos A. oryzae (T1) y A. flavus (T2). Estos datos son orientativos, ya que la propia biologia del
insecto, su comportamiento, y el estado final de algunas de las plantas dificulté en gran medida la
busqueda de individuos presentes en las macetas.

N2 de picudos recuperados en el levantamiento
del ensayo

T1 =T2 =T3 T4

Grafico 4: niumero de picudos recuperados al finalizar el ensayo

Cabe destacar que no sélo se recuperaron adultos de C. sordidus (que correspondieron al 85% del
recuento final de individuos); el porcentaje restante correspondid a estadios larvarios y ninfales de
la plaga, lo cual confirma que a lo largo de los meses de ensayo el insecto pudo completar su ciclo de
vida en las plantas analizadas, tanto en las plantas testigo como en las inoculadas.

Si bien la inoculacién de estos organismos endoéfitos no frena el desarrollo del insecto plaga, los
resultados obtenidos en este trabajo, unidos a los de experiencias anteriores, muestran al hongo
enddfito A. flavus como un microorganismo prometedor, que, en combinacién con otros
tratamientos alternativos, podria contribuir a disminuir la tasa de dafios provocada por el insecto C.
sordidus en las fincas de plataneras. Ademas, en este trabajo de nuevo se confirma la enorme
capacidad que tienen los hongos enddfitos aplicados para poder colonizar los tejidos vegetales, tal y
como quedd patente en los ensayos previos realizados en la granja experimental (Cabrera et al.,
2017; Giménez y Perera, 2020).
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