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Resumen

El objetivo fue evaluar la capacidad nematicida in vitro de hongos nematdéfagos (HN) de plantaciones de
banano de la region Huetar Atlantica contra el nematodo Radopholus similis. Previamente identificados los
HN, se utilizaron varios aislamientos para evaluar su patogenicidad contra R. similis. Estos incluyeron dos
aislamientos de Fusarium oxysporum (Fox2 y Fox3), dos de Trichoderma asperellum (Trichly Trich3) y uno
de Purpureocillium lilacinum (Pli). Se realizd una suspension y conteo de esporas de cada hongo para
determinar la concentracion de conidios (UFC/ml) a inocular. Posteriormente se deposit6 por plato 0,5 ml de
una suspension que contenia 60 adultos y juveniles de R. similis y se realiz6 el conteo de nematodos a las 24h
y 42hy se verificd la capacidad depredadora de cada aislamiento. Se realiz6 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 inoculacién, 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 mostré diferencias significativas en comparacion con el control (Tx1). Los aislamientos de T.
asperellum y F. oxysporum poseen una alta capacidad nemat6faga contra R. similis con potencial para ser
utilizados como agentes de control biolégico.

Palabras clave: Nematodo barrenador; control bioldgico; 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 HN were previously
identified, several isolates were used to evaluate their pathogenicity against R. similis. These included two
isolates of Fusarium oxysporum (Fox2 and Fox3), two of Trichoderma asperellum (Trichl and Trich3), and
one of Purpureocillium lilacinum (Pli). A suspension and spore count of each fungus was carried out to
determine the concentration of conidia (CFU/mI) to inoculate. Subsequently, 0.5 ml of a suspension
containing 60 adults and juveniles of 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 R. similis with the potential to be used as biological control agents.

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

El banano (Musa paradisiaca) es una planta procedente del Sudeste Asiatico que se
cultiva desde hace aproximadamente 10 000 afios (UNCTAD, 2013). Esta herbécea
gigante, perteneciente a la clase de las monocotiledoneas y a la familia de las muséaceas,
crece en los trépicos 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 exportacion de esta fruta en Costa Rica abarca
alrededor de 42,066 hectareas. Las areas principales de cultivo de banano se encuentran
distribuidas en varios cantones, destacando Limon centro, Talamanca, Matina, Guacimo,
Sarapiqui, Siquirres y Pococi. Estos representan méas del 97% de las hectareas de banano
cultivadas 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
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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 (Rendon-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 eliminacién 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 obtencion de
productos a partir de microorganismos, tanto en téerminos 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 son los méas importantes en la regulaciéon 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).
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La mayoria de estos hongos pueden sobrevivir como saprofitos, atacar a otros hongos
(micoparasitos), 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 distribucion geografica que
incluye ecosistemas naturales y agricolas (Varela-Benavides et al., 2017). Por este motivo,
la siguiente investigacion tuvo como objetivo la evaluacién 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
recolectar muestras de suelo. EI muestreo se realizd de manera aleatoria tomando 25
submuestras por hectarea en seis fincas bananeras en los cantones de Limon, Pococi,

Siquirres y Talamanca todas pertenecientes a la region Huetar Atlantica.

Las muestras de suelo se recolectaron con un barreno y luego se cuarted hasta obtener
aproximadamente 1 kg de muestra. Las muestras se guardaron en bolsas plasticas y se
etiquetaron con la fecha, el lugar de recoleccion y las coordenadas geogréaficas
correspondientes. Posteriormente, cada muestra se trasladé en un contenedor térmico al

Laboratorio de Nematologia de la Universidad Nacional para su procesamiento y anélisis.
Aislamiento, purificacion e identificacion de hongos antagonistas

El aislamiento de HN en las muestras de suelo se llevé a cabo utilizando el método de
“espolvoreado en placa” descrito por Barrén (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 incub6 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

procedid al aislamiento con la ayuda de un pincel delgado con un cabello fino unido al
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extremo anterior que permitio sujetar dichas estructuras. Luego, cada estructura encontrada
se coloco en platos Petri con medio papa dextrosa agar (PDA) con &cido 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 observo 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
monosparicos descrita por Cafiedo y Ames (2004), se establecieron tres repeticiones de
cultivos monospdricos 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 7 cm alto x
1.6 cm de ancho con capacidad para 25 ml con PDA vy aceite mineral a una temperatura de

4°C, lo cual redujo su tasa metabolica para preservar su viabilidad a largo plazo.

La identificacion morfologica se realizé con las claves de Cooke y Godfrey (1964) y
Barnett y Hunter (1998). Se realizé un montaje de las estructuras fungicas para cada uno de
los hongos aislados. Se utiliz6 un microscopio Nikon eclipse 80i y se observé cada hongo a
una ampliacion 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 realiz6 la extraccion de ADN
mediante la metodologia de Hoyos-Carvajal et al. (2008), con algunas modificaciones y se
efectuaron pruebas de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) para la amplificar de
distintas regiones del genoma (ITS, TEFla, 1-alfa, rpb2 y B-tubulina). Los productos de
PCR se evaluaron por electroforesis en geles de agarosa TopVision al 1% tefiidos con
GelRed 1X vy se visualizaron bajo a luz UV. Posteriormente, fueron enviados a Macrogen
Inc. en Corea del Sur, para su purificacion y secuenciacion en ambas direcciones mediante

el método Sanger (Sanger et al., 1977).

Una vez obtenidos estos resultados, se construyeron secuencias consenso y se

editaron utilizando el programa BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.2.5, a partir
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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 in6culo del nematodo, se utilizd la metodologia descrita por
O'Bannon y Taylor (1968) y Moody et al. (1973), se llevé a cabo en el Laboratorio de
Nematologia de la UNA. Para la reproduccién de la poblacién 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 solucién 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 donde se flamearon
con alcohol al 95%. Luego, se elimind la cascara de la zanahoria y se cortd en discos de 4

cm de didmetro por 0.5 cm ancho.

En total se cortaron 10 discos que fueron transferidos con pinzas previamente
esterilizadas a platos Petri de 6 cm de didmetro y se sellaron con papel Parafilm®. Durante
tres dias se observd cada plato Petri para descartar alguna contaminacion. Posteriormente,
se procedid a inocular en cada uno de ellos de una suspension de 75 pl de agua destilada
gue contenia aproximadamente 100 nematodos. Los platos Petri fueron rotulados y sellados
nuevamente con papel Parafilm® y se almacenaron en una incubadora en oscuridad a una
temperatura de 27 °C. Dos meses después de la inoculacion, se observo la reproduccion de

los nematodos en los discos de zanahoria.
Pruebas de antagonismo in vitro

Se utilizaron cinco HN previamente identificados morfologica y molecularmente para
las pruebas in vitro los cuales se encontraban en medio papa dextrosa agar (PDA). Después
se prepar6 una suspension de esporas de cada hongo, rozando con un asa bacterioldgica la
superficie del medio de cultivo junto con el hongo. Posteriormente, se realizé el conteo de
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esporas en un hematocitdbmetro y se determind la concentracion de conidios (UFC/ml) a
colocar 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 8 ml de AA (20g/L). Ademas, se
adiciono6 una cantidad anteriormente definida de UFC (1x10°) para cada aislamiento. Los
platos Petri se incubaron entre 17 a 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 maxima cantidad posible de nematodos.

Luego se llevaron a cabo los conteos, se realizaron diluciones y se obtuvo la cantidad
requerida de nematodos por alicuota. Se depositd 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 ultimo se realizo el
conteo de nematodos a las 24h y 42h y se verificd la capacidad antagénica de cada
aislamiento. Se llevé a cabo la observacion y verificacién de la capacidad de movimiento
de los nematodos. En los casos en que no se evidencié actividad de desplazamiento, se
utilizé un pescador de nematodos para comprobar su estado, es decir, si estaban vivos o

muertos.
Disefio experimental

La unidad experimental correspondié a la misma que la unidad observacional, que
consistio en una placa Petri con agar agua que contenia una suspension de 0.5 ml de
nematodos. La estructura de tratamiento fue bifactorial con interaccion, donde el primer
factor fueron los hongos nemat6fagos con cinco niveles correspondientes a los aislamientos
y el segundo factor fueron las evaluaciones con 2 niveles correspondientes a las lecturas.
Cada combinacién de factores tuvo cinco repeticiones y por ser la parcela homogénea

estructuralmente, se establecio un disefio completamente aleatorizado (DCA).
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Andlisis estadistico

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre el porcentaje de mortalidad en R.
similis, se realizd un andlisis 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 algun 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 utiliz6 el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al.,
2020).

Resultado y discusion
Identificacién morfoldgica y molecular de HN

Se aislaron un total de cinco HN, basados en las descripciones microscopicas,
aspectos morfologicos y la identificacion molecular mediante PCR. Los resultados
obtenidos de las comparaciones de las secuencias de nucleétidos con accesiones reportadas
en el GenBank®, permitieron la correcta identificacion de cada uno de los cinco hongos. La
secuencia de nucleotidos de la region TEF1-a 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 nucledtidos de los productos amplificados de la region TEF1-a de los
aislamientos Trichl de Limén 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% en el 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).
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Tabla 1.

Origen e identificacion de los hongos nematofagos aislados de muestras de suelo de la
Regidn Huetar Atlantica, utilizados en las pruebas in vitro. Costa Rica, 2021

Procedencia Nombre cientifico Cddigo  ldentidad (%%*) 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). ** Nameros de
accesion de cada uno de los hongos identificados en este estudio.

Evaluacion del antagonismo in vitro de hongos nematéfagos

El andlisis de varianza (ANOVA) revel¢ diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a la interaccion de los hongos con las evaluaciones (p<0.05), lo que evidencio
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 mortalidad mas alto se observd luego de 42 horas de exposicion, en

comparacion con la primera lectura efectuada a las 24 horas.

El tratamiento control (Tx1), el cual Unicamente contenia nematodos en los platos
Petri, en términos del porcentaje de mortalidad, fue similar a los otros tratamientos en los
dos tiempos de lectura (p<0.005). El tratamiento control (Tx1) manifestd 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 mavil, como era de esperar, ya
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que los nematodos se encontraban en el medio de cultivo AA + agua destilada, sin estar
expuestos a ningun antagonista.

En el 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 inoculacion
respectivamente. Estos valores no presentaron una diferencia significativa en comparacion
con el tratamiento control (Tx1). A las 42 horas de exposicion, los tratamientos Trich3 y
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 inoculacion, 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%.

=T asperellum (Trich3)

== F. oxysporum (Fox2)

.051 =T, asperellum (Trich1)
e [ OXYSpoOrum (Fox3)
e P [illacinum (Pli)

041 e Testigo (Tx1) ) 41,6

S Sia
£ o1
5 iy
g 38,7 73

021 22,1 (By—

188 (B
011
001
24 42

Lecturas (horas)

Figura 1. Grafico de lineas de las medias de mortalidad (%) en funcion de los aislamientos

para cada lectura [Medias con letra comun no son diferentes estadisticamente (p>0.05)].



En las cajas Petri inoculadas con T. asperellum (Trichl y Trich3), se observd gran
cantidad de esporas y micelio alrededor de la cuticula de los nematodos (Figura 2 A 'y B).
Este efecto se podria asociar 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 producciéon de una
variedad de enzimas, entre las cuales se incluyen quitinasas, glucanasas, quitobionas,
peroxidasas, celulasas y proteasas. Estas enzimas, 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-Ochandia et al. (2015), indicaron que
aislamientos de T. asperellum poseen la habilidad de degradar la pared celular de R. similis,
lo cual estd directamente vinculado con la actividad de las enzimas liticas mencionadas

anteriormente.

Asimismo, no se descarta la posibilidad de que T. asperellum (Trichl y Trich3) hayan
producido y liberado al medio, metabolitos secundarios (MS) que, al interactuar con los
nematodos, hayan provocado 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 comparacién 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.

Resultados similares con el uso de compuestos como la bikaverina y el &cido
fusarico, aislados del hongo endofito F. oxysporum, fueron reportados por Seong et al.
(2021). Estos compuestos produjeron mortalidades del 50.0% y 43.0% al nematodo
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Bursaphelenchus xylophilus, respectivamente. En este estudio, la observacion de
nematodos juveniles y adultos inmoviles en los platos Petri inoculados con este hongo,
podria indicar la presencia de este compuesto (Figura 2 C y D). Adicionalmente, en un
ensayo realizado por Morales-Garcia (2014), en el cual evalu6 el potencial de biocontrol de
dos aislamientos de F. oxysporum contra R. similis en plantas de banano producidas en
condiciones in vitro, se obtuvieron resultados similares a los de este estudio con una

reduccidn de las poblaciones en raiz de un 39.2% y 54.1%, respectivamente.

De los cinco aislamientos utilizadas en esta investigacion, P. lilacinum (Pli) fue el
que mostré el menor porcentaje de parasitismo como potencial agente de control bioldgico.
En la lectura a las 24 horas, mostré 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,
alcanzé un promedio de mortalidad del 25.8%, sin mostrar diferencias significativas con
respecto al (Tx1) y con una media muy por debajo de los demas tratamientos (Trichl,
Trich3, Fox2 y Fox3) (Figura 1).

En una investigacion realizada por Varela-Benavides et al. (2017), donde evaluaron
el potencial antagonista in vitro de P. lilacinum a las 96 horas contra R. similis, 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, con el uso de un aislamiento de
la misma especie. La diferencia en el porcentaje de mortalidad podria estar relacionada con
algunas variables como el tiempo de exposicion del nematodo con el antagonista, el sitio
donde fue aislado y el tipo de suelo (Flores-Castarieda, 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 nematdfaga de algunos 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 pum. C: 170 um y D: 145 um.

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 las variables de tipo de
hongo y tiempo de exposicion. Esto significa que el efecto de los hongos en la mortalidad

de los nematodos puede variar dependiendo del tiempo de exposicion.

El uso de hongos nematéfagos es una prometedora estrategia de control de nematodos
fitoparasitos; 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 brinda informacidn importante 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 Atléantica, por lo que podrian
ser una alternativa mas a los programas de manejo integrado de plagas (MIP) en cultivos de
importancia agricola en Costa Rica, para reducir el uso de nematicidas altamente toxicos

que provocan efectos negativos a la salud humana y al ambiente.
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