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RESUMEN

Introduccién. La produccion de banano
es una de las actividades econdmicas mas signifi-
cativas para el pais. Sin embargo, enfrenta serios
desafios debido a la presencia de diversos pato-
genos, entre los mas significativos se encuentran
los nematodos fitoparasitos que afectan el rendi-
miento y la calidad del cultivo. El uso de hongos
nematofagos (HN) para el control biologico de
nematodos es una alternativa para reducir la
aplicacion de productos quimicos en cultivos
agricolas. En Costa Rica existe gran variedad de
hongos debido a la diversidad de los suelos, por
lo que el aislamiento y la correcta identificacion
de estos hongos es crucial para determinar su
potencial antagonista. Objetivo. Aislar e iden-
tificar potenciales hongos nematéfagos (PHN)
presentes en muestras de suelo de plantaciones
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de banano de la region Huetar Atlantica. Mate-
riales y métodos. Se analizaron seis muestras
de suelo provenientes de cinco cantones de la
region Huetar Atlantica de Costa Rica mediante
el método de espolvoreado en placas con agar-
agua en busqueda de PHN. Para la seleccion y
purificacion de los PHN se utilizaron placas Petri
con papa dextrosa agar (PDA), identificando las
estructuras morfologicas para el diagnostico a
nivel de género. Los hongos identificados mor-
folégicamente se replicaron y se conservaron
en viales con PDA y en aceite mineral a 4°C. Se
extrajo ADN de los PHN y mediante amplifica-
cion por PCR (Reaccion de Cadena de la Poli-
merasa) y secuenciacion de diferentes regiones
del genoma (ITS, tef 1-alfa, rpb2 y B-tubulina),
se identificaron molecularmente. Resultados. Se
aislaron e identificaron doce hongos, entre ellos
Trichoderma asperellum, Penicillium steckii,
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Purpureocillium lilacinum, Fusarium oxysporum,
Fusarium sp., Fusarium pseudocircinatum, y
Talaromyces sp. Conclusién. El descubrimiento e
identificacion correcta de PHN subraya la impor-
tancia de investigar su aplicacion en programas de
manejo integrado de plagas, asi como la necesidad
de evaluar su eficacia y seguridad en diferentes
condiciones agroecologicas para maximizar su
impacto positivo en la agricultura.

ABSTRACT

Isolation and identification of potential
nematophagous fungi in banana farms from
the Huetar Atlantic Region of Costa Rica.
Introduction. Banana production is one of the
most significant economic activities for the
country. However, it faces serious challenges due
to the presence of various pathogens, among the
most significant are plant-parasitic nematodes
that affect crop yield and quality. The use of
nematophagous fungi (NF) for biological control
of nematodes is an alternative to reduce the
application of synthetic chemicals in agricultural
crops. In Costa Rica there is a great variety of
fungi due to the diversity of soils. Therefore,
the isolation and correct identification of these
fungi is crucial to determine their antagonistic

INTRODUCCION

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, 19 y
17% respectivamente (MAG 2022). Durante el
2019, la produccion de banano destinada a la
exportacion alcanzo 121 millones de cajas, cada
una con un peso promedio de 18,14 kg. Este
desempefio representd un ingreso de divisas que
super6 los USD 1004,5 millones en el pais (PRO-
COMER 2020). Ademas, el sector bananero tuvo
un impacto significativo en el empleo, ya que
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potential. Objective. To isolate and identify the
potential nematophagous fungi (PNF) present
in soil samples from banana plantations at the
Huetar Atlantic region. Materials and methods.
Six soil samples from the Huetar Atlantic region
of Costa Rica were analyzed by the agar-water
sprinkling plates method in search of PNF. For
PNF selection and purification, Petri dishes with
potato dextrose agar (PDA) were used, identifying
morphological structures for diagnosis at genus
level. Morphologically identified fungi were
replicated and preserved in vials with PDA and
in mineral oil at 4°C. DNA was extracted from
the isolated PNF and through PCR amplification
(Polymerase Chain Reaction) and sequencing of
different regions of the genome (ITS, tef 1-alpha,
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 sp.,
Fusarium pseudocircinatum, and Talaromyces
sp. Conclusion. The correct discovery and
identification of PNF underscores the importance
of investigating its application in integrated pest
management programs, as well as the need to
evaluate its efficacy and safety under different
agroecological conditions to maximize its
positive impact on agriculture.

proporcioné trabajo directo a unas 43 000 per-
sonas y generd de forma indirecta cerca de 100
000 empleos adicionales (Rojas-Contreras 2021).
Al igual que cualquier sistema produc-
tivo, las plantaciones de banano a nivel global
enfrentan desafios asociados con enfermedades
y plagas, dado que los nematodos fitoparasitos
(NF) son uno de los problemas mas significati-
vos. La infestacion por nematodos puede causar
dafios de consideracion en las raices y los cormos
de las plantas, lo que conduce a una reduccion
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).
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Entre los NF que afectan la produccion de
banano, Radopholus similis se destaca como la
especie mas perjudicial a nivel mundial (EPPO
2008). Esta plaga es especialmente problematica
en plantaciones comerciales del subgrupo Caven-
dish ubicadas en regiones tropicales y subtropi-
cales (Canizares-Monteros 2003). En algunos
paises, la ocurrencia de nematodos ha causado
reducciones de hasta el 50% en el rendimiento,
lo que resulta en pérdidas econdémicas significa-
tivas para los pequefios productores (Valencia-
Serna et al. 2014).

La estrategia mas comtn para controlar
NF en plantaciones de banano es mediante el
uso de productos quimicos como carbamatos
y organofosforados (Gomez et al. 2008). Sin
embargo, debido a la busqueda de alternativas
mas sostenibles desde el punto de vista ambiental
y econdémico para el manejo integrado de plagas,
la investigacion se ha centrado en explorar el
potencial de diferentes microorganismos para
el biocontrol. Este enfoque busca mejorar la
eficiencia en el uso de los recursos, disminuir
la dependencia de productos quimicos sintéticos
y reducir el impacto ambiental (Morales-Garcia
2014, Vargas et al. 2017, Cedefio-Franco 2017).
En este contexto, el uso de hongos como herra-
mienta de manejo de plagas mediante el desa-
rrollo de bioplaguicidas se ha convertido en una
alternativa cada vez mas empleada.

Se han identificado mas de 700 especies
de hongos nematofagos (HN) para el control bio-
logico, entre las cuales existen algunos entomo-
patogenos eficaces en el control de una amplia
variedad de insectos plaga, asi como hongos que
controlan otros hongos (Espinel-Correal et al.
2018). Los hongos nematdfagos segin su estra-
tegia de captura, se clasifican en endoparasitos y
depredadores (Cole y Kendrick 1981). Los hon-
gos endoparasitos forman estructuras adhesivas
o de ingestion (conidios adhesivos o ingeribles)
que pueden infectar a los nematodos, o bien,
parasitar huevos formando un apresorio (Barron
1977 y Peraza-Padilla et al. 2011). En cambio,
los hongos depredadores, producen una red de
hifas extensa en el sitio donde se encuentran,
las cuales pueden ser muy simples, como hifas

adhesivas septadas, o complejas, como redes
adhesivas ramificadas, botones adhesivos, ani-
llos constrictores y no constrictores (Lazcano-
Torres et al. 2015).

La evidencia cientifica respalda la efi-
cacia de la diversidad y el uso de hongos como
agentes de control biologico de plagas (Acuifia-
Segura y Brenes-Madriz 2020). Varias especies
de Arthrobotrys como como A. musiformis, A.
oligospora, A. robusta, A. superba'y A. oviformis
han sido utilizadas de forma exitosa en el control
de parasitos de rumiantes (Rodriguez-Labastida
2019). Ademas, se ha documentado que otros hon-
gos resultan altamente efectivos en el combate de
NF. Especies como Verticillium chlamydosporium,
Trichoderma spp., Purpureocillium spp., F.
oxysporum y Monacrosporium spp., han demostra-
do su eficacia contra Meloidogyne javanica (Fer-
nandez-Jiménez et al. 2019, Quevedo et al. 2022).

Si bien diversos microorganismos del
suelo pueden ser considerados como controla-
dores bioldgicos, los géneros Trichoderma 'y
Fusarium destacan como los hongos endofiticos
mas abundantes en los tejidos internos de raices
de banano (Alvarez-Ortega y Gutiérrez-Miranda
2022). Estos hongos han demostrado potencial
como antagonistas de nematodos, ya que han
logrado reducciones de hasta el 90% en pobla-
ciones 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 comprobo el potencial nematicida
de varias especies de Trichoderma, donde la mas
efectiva fue T. harzianum. Esta especie demos-
tré un efecto ovicida y larvicida significativo,
alcanzando un 100% de eficacia contra huevos
y larvas de segundo estadio (J,s) del nematodo
Meloidogyne incognita.

Ademas, existen algunos aislamientos de
Fusarium que son endofitos de plantas asintoma-
ticas, como Fusarium concentricum, que puede
producir sustancias promotoras de crecimiento
vegetal y funciona como inductor de resistencia o
tolerancia a diferentes fitopatogenos (Chinchilla-
Salazar et al. 2020). Esta especie de hongo endo-
fito se ha encontrado en musaceas, mostrando
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actividad benéfica al inducir resistencia en las
plantas. Estudios realizados en Uganda por Papa-
ru et al. (2003) y Barrios (2006), observaron un
incremento significativo en la biomasa de plantas
de banano cultivadas en campo e inoculadas con
esta especie de Fusarium.

De acuerdo con Silva-Valenzuela et al.
(2020) la interaccion entre F. oxysporum, platano
y R. similis permitidé que los exudados radicales
emanados por las plantas de platano coloniza-
das con el hongo enddfito redujeran el numero
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
y en particular, su capacidad para incidir e infec-
tar en las fases iniciales del desarrollo de huevos
del nematodo agallador M. enterolobii fueron
comprobadas por Silva et al. (2017). En dicha
investigacion, se observaron porcentajes de para-
sitismo que oscilaron entre un 57% y un 84% en
comparacion con los huevos no tratados.

Debido a su ubicacion en una region tropi-
cal, Costa Rica alberga una amplia diversidad de

hongos en sus ecosistemas naturales y agricolas.
Esta riqueza flngica le confiere un potencial sig-
nificativo para aprovechar los hongos como una
estrategia de control bioldgico (Varela-Benavi-
des et al. 2017). Por lo anterior, la presente inves-
tigacion tuvo como objetivo aislar e identificar
potenciales hongos nematdfagos presentes en
muestras de suelo de plantaciones de banano de
la Region Huetar Atlantica de Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras de suelo

Se llevo a cabo una prospeccion de suelo
en seis fincas comerciales y no comerciales de
banano en los cantones de Limoén, Guacimo,
Pococi, Siquirres y Talamanca de la region Hue-
tar Atlantica (Tabla 1). Se utiliz6 un muestreo
al azar, con 25 submuestras en una hectarea por
cada finca recolectadas a una profundidad de 0
a25cm.

Tabla 1.  Caracteristicas geograficas de los sitios de procedencia de las muestras de suelo analizadas. Region Huetar Atlan-
tica, Costa Rica. 2021.
Canton Localizacion Tipo de finca Coordenadas Zona de vida* Altitud
(msnm)
. 9°7082,69” N
Limon Cerere §2°0943,65" O bmh-T 11
Lo . 10°1990,28” N
Siquirres El Carmen Comercial §3°47°84.66” O bmh-P 20
Aci FN© 10°34'42,15” N
Guacimo Duacari N°2 83°62'93.68” O bmh-P 37
10°29'44,23” N
Tortuguero 83°37°08.56” O bmh-T 16
Pococi . 10°18721,62” N
Lomas No comercial §3°29'31.51" O bmh-T 15
Talamanca Bajo Coen 9°3544,20" N bh-T 94

83°0051,54” O

*Segun clasificacion de Holdridge (Jiménez-Saal982): bmh-T (Bosque muy Humedo Tropical), bmh-P (Bosque Humedo

Premontano), bh-T (Bosque Humedo Tropical).
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El suelo se recolectd mediante 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 ubicacion de la recoleccion, asi
como las coordenadas geograficas correspon-
dientes. Posteriormente, las muestras se traspor-
taron en un recipiente herméticamente sellado,
hasta el Laboratorio de Nematologia de la Uni-
versidad Nacional para su procesamiento y ana-
lisis correspondiente.

Analisis de textura y pH de las muestras
de suelo

Para llevar a cabo el analisis 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 y
Rodrigues-Nunes 2014). En el caso de medicion
del pH se realizé segtin la metodologia de Lopez-
Aguilar et al. (2002).

Aislamiento y purificacion de PHN

Para el aislamiento y purificacion de los
hongos presentes en las muestras de suelo, se uti-
liz6 el método de “espolvoreado en placa” descri-
to por Barron (1977) para el aislamiento de PHN.
Esta técnica consistio en utilizar entre 0,52 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 inicid la busqueda de
estructuras tales como hifas, conidios, esporas o
nematodos parasitados.

Después de identificar la presencia de
estas estructuras, se procedio al aislamiento indi-
vidual 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
(PDA-Papa Dextrosa Agar) y antibidtico [Tetra-
ciclina al 0,1 % (p/v)] para evitar el crecimiento
de bacterias y favorecer el crecimiento micelial
(Sanchez-Miranda et al. 2021).

Después de una semana de crecimiento
de las estructuras fungicas mencionadas, se
llevo a cabo la fase de purificacion y replicacion
mediante tres repeticiones en platos Petri con
PDA y antibidtico hasta obtener cultivos puros.
Luego, mediante la técnica de cultivos monospo-
ricos descrita por Nelson ef al. (1994), se elaboro
una suspension de conidios de cada hongo en
agua destilada estéril a baja concentracion. Se
extrajo 0,5 ml de esta suspension y se incorpord
a platos Petri con medio con agar-agua (AA),
dispersando de manera uniforme mediante un
triangulo de Drigalski. Se dejaron reposar los
platos durante 24 horas. Pasado ese tiempo, se
procedid a observar la germinacion de los coni-
dios bajo un estereoscopio. Una vez germinados,
se transfirieron a cajas Petri que contenian medio
PDA. Se establecieron tres repeticiones de culti-
vos monosporicos para cada aislamiento (Anama
et al. 2021).

Finalmente se utiliz6 el “método de con-
servacion en aceite mineral estéril” de Little
y Gordon (1967) y adaptado por Deshmukh
(2003). Este procedimiento consistio en la con-
servacion de los hongos aislados después de su
crecimiento en tres viales (repeticiones) de 25
ml, los cuales contenian PDA y aceite mineral.
Estos viales se mantuvieron a una temperatura
de 4°C, con la finalidad de disminuir la tasa
metabodlica de los hongos.

Identificacién morfolégica

Se llevo a cabo la preparacion de un mon-
taje para cada cepa, con el fin de caracterizar
las estructuras responsables de la dispersion y
supervivencia de los hongos aislados. El proce-
dimiento de montaje incluy6 el uso de una aguja
de diseccion para realizar un raspado superficial
de los hongos en los platos Petri, seguido por la
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transferencia de estructuras a un portaobjetos.
Este proceso se repiti6 para cada hongo aislado,
lo que permitio facilitar la observacion y el ana-
lisis detallado de estas estructuras.
Posteriormente, se ailadio una gota de lac-
tofenol azul como agente de contraste y se coloco
un cubreobjetos sobre el montaje. Para la obser-
vacion y captura de imagenes detalladas de las
estructuras de los hongos aislados, se emple6é un
microscopio Nikon® Eclipse 80i con una amplia-
cion de 100x, conectado a una camara Nikon®
DS-Fil. Ademas, se realizé un analisis compara-
tivo de la morfologia de cada hongo, recurriendo
a las claves de identificacion descritas por Cooke
y Godfrey (1964) y Barnett y Hunter (1998).
También, se capturaron imagenes de los
platos Petri mediante una caAmara Canon® EOS
Rebel T6 con el objetivo de identificar eventua-
les diferencias o similitudes en el crecimiento,
color y forma de cada aislamiento. Finalmente,
todas las fotografias obtenidas fueron editadas
mediante el programa Adobe® Photoshop® CS6.

Extraccion de ADN e identificacion
molecular

A partir de cultivos monospdricos de
los hongos aislados se hizo extracciéon de ADN
utilizando la metodologia propuesta por Hoyos-
Carvajal et al. (2008) con algunas modificacio-
nes. Se verifico la calidad y la cantidad de los
ADN’’s extraidos mediante electroforesis en geles
de agarosa al 0,8% (p/v) tefiidos con GelRed
1X y sometidos a luz UV. Para la identificacion
de los aislamientos se amplificaron diferentes
regiones del genoma (ITS, factor de elongacion
de la transcripcion 1-alfa y gen de la B-tubulina)
mediante PCR (Reaccion en Cadena de la Poli-
merasa). Cada reaccion de PCR contenia un
volumen total de 25 pl distribuido en 7,25 ul de
agua ultrapura, 2,5 pul de DreamTaq buffer 10X,
2,5 ul de dNTPs, 2,5 ul de cada imprimador (10
uM), 0,25 pl de enzima DreamTaq polimerasa y
7,25 pl de ADN.

Para la identificacion de los aislamientos
del género Trichoderma, se amplificd parcial-
mente el factor de elongacion de la traduccion
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(TEF1-a). Para ello se utilizaron los cebadores
EF-728M (5’-CATYGAGAAGTTCGAGAA GG)
y EF-2R (5-GGARGT ACCAGTSATCATGTT)
reportados previamente por Todd ef al. (2019) y
Umaifa-Castro et al. (2019).

Para el género Fusarium se emplearon
dos pares de cebadores, EF1F (5 ATGGGTAA-
GGARGACAAGAC) y EF2R (5 GGARGTAC-
CAGTSATCATGTT) que amplifican el TEF1-a
junto con el ITS1 (5 TCC GTA GGT GAA CCT
GCG G) e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATAT-
GC) que amplifican los espaciadores internos
transcritos del ADN ribosomal, segun los pro-
tocolos propuestos por O’Donnell ef al. (2008) y
Hernandez-Medina et al. (2015).

Para los hongos Penicillium sp. y
Talaromyces sp., se utilizaron dos pares de ceba-
dores, Bt2a (5> GGT AAC CAA ATC GGT GCT
GCT TTC) y Bt2b (5 ACC CTC AGT GTA GTG
ACC CTT GGC) que amplifican parcialmente el
gen de la B-tubulina, a una temperatura de hibri-
dacion 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 ampli-
fican una region de la subunidad 2 de la ARN
polimerasa, a una temperatura de hibridacion de
57°C segtn lo propuesto por Liu et al. (1999).

En el caso de Purpureocillium lilacinum
también se emplearon dos pares de cebadores,
Bt2a/Bt2b e ITS4 (S’TCCTCCGCTTATTGA-
TATGC)/ITSS (5 GGAAGTAAAAGTCGTAA-
CAAGG) reportados por Maldonado-Haro (2019)
y Almaraz-Sanchez et al. (2012) bajo las mismas
condiciones de termociclado anteriormente des-
critas para esos cebadores.

Los productos de PCR se evaluaron por
medio de electroforesis en geles de agarosa Top-
Vision al 1% tefiidos con GelRed 1X y sometidos
a luz UV. Posteriormente, se enviaron los pro-
ductos de PCR obtenidos de todos los hongos ais-
lados a la empresa Macrogen Inc. (Corea del Sur)
para su purificaciéon y secuenciacion en ambas
direcciones mediante el método Sanger (1977).

Una vez obtenidas las secuencias se cons-
truyeron secuencias consenso y se editaron utili-
zando el programa BioEdit Sequence Alignment
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Editor version 7.2.5, a partir de las dos hebras
(forward y reverse) con respecto al electrofero-
grama 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 Bio-
technology Information) para la identificacion
de especies.

RESULTADOS
Identificacion taxonémica y molecular

de potenciales hongos nemato6fagos

Se logro aislar 12 especies de hongos a partir
de las muestras suelo obtenidas de los cantones de
Limoén, Guécimo, Pococi, Siquirres y Talamanca.

Las especies de hongos identificadas fueron
Trichoderma asperellum, Fusarium oxysporum,
F. pseudocircinatum, F. solani, Purpureocillium
lilacinum, Penicillium steckii y Talaromyces sp.
(Tabla 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 7. asperellum,
F. oxysporum, F. solani y P. lilacinum como
PHN. Cabe destacar que varias de estas especies
podrian también desempenar otras funciones en
el suelo, incluyendo actividades fitopatogenas, lo
que puede afectar tanto la salud del suelo como la
de las plantas. Por lo tanto, es fundamental reali-
zar evaluaciones de estas especies para entender
su impacto en el ecosistema y si pueden ser consi-
deradas en practicas de manejo agricolas.

Continta...
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Del total de especies aisladas en esta
investigacion, once fueron identificadas
mediante el uso de distintas regiones del geno-
ma (ITS, TEF1-a, rpb2 y B-tubulina, respecti-
vamente). El unico aislamiento que no se pudo
identificar molecularmente a nivel de especie
fue Talaromyces sp. (Tal).

A continuacion, se realiza una descripcion
morfologica y molecular de cada uno de los hon-
gos identificados.

Purpureocillium lilacinum

Se identificé el hongo P. lilacinum en la
muestra de suelo recolectada en el cantdon de
Talamanca. A partir del quinto dia de incuba-
cion, se observo la formacion de micelio en la
placa Petri. Dos dias después, se observo un
desarrollo micelial de 4 cm de diametro, de color
blanco, de consistencia algodonosa y rapida
esporulacion (Figura 1). En los dias siguientes a
la esporulacion, el hongo adquirio una tonalidad
lilaicea con un crecimiento expandido.

Morfoldgicamente, se observd la presen-
cia de fialides abultadas 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 conidioforos de P. lilacinum eran erectos y
agrupados formando ramificaciones. Estos coni-
didforos libres son llamados también verticilados
debido a su disposicion en verticilos (Figura Ic).

Figura 1. Estructuras de caracterizacion morfologica y mi-
croscopica del hongo Purpureocillium lilacinum en
medio PDA, a. Fialides, b. Conidioforos, c. Conidios
y d. Hifas de P. lilacinum (Pli) de Talamanca.

Con base a las secuencias de ADN, P.
lilacinum presentd 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) repor-
tado en Brasil. Ademas, este mismo aislamiento
presentd 100% de homologia (560pb/560pb) y
cobertura de la region ITS de su ADN riboso-
mal con P. lilacinum (GU980035) reportado en
Tailandia.

Trichoderma asperellum

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

Estas colonias exhibieron un crecimiento
rapido, alcanzando diametros 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 esporu-
lacién generalizada. Las colonias presentaron de
dos a tres anillos concéntricos bien definidos: uno
blanco que correspondi6 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 micros-
copicas de los aislamientos Trichl, Trich2 y Trich3
revelaron varios rasgos distintivos. Se observaron
clamidosporas (Figura 2A.a) en abundancia con
una forma globosa. También fidlides dispuestas
en grupos de tres (Figura 2B.b) a lo largo del
conidiéforo el cual presentaba ramificaciones no
muy abundantes (Figura 2B.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 presenta-
ban conidios de forma elipsoidal (Figura 2B.c) de
coloracion verde, dispuestos en grupos de 6.

Figura 2. Estructuras de caracterizacion morfologica y microscopica de especies del hongo Trichoderma en medio PDA. A. a.
Clamidosporas y b. Fialides de 7. asperellum (Trich3) de Pococi. B. a. Ramificaciones de conidioforos. b. Fidlides
y c. Conidios of 7. asperellum (Trich2) de Limon. C. a. Conidios de T. asperellum (Trichl) de Limon.

La secuencia de nucleotidos de los pro-
ductos amplificados de la region TEF1-o de
los aislamientos Trichl y Trich3 presentaron
100% de cobertura y homologia de secuencia,
550pb/550pb y S51pb/551pb respectivamente,
con T. asperellum (MZ442656) reportado en
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Paraguay, mientras que Trich2 mostrd solo
98,2% (546pb/556pb) de similitud con esa
misma accesion. Adicionalmente, Trich2 tam-
bién mostré 100% de similitud (532pb/532pb)
con T. asperellum (GU198293) reportado en
Peru (Tabla 2).
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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 Limon,
Siquirres, Guacimo y Talamanca. De las mues-
tras obtenidas de Pococi y Guacimo, se identifi-
caron las especies F. pseudocircinatum (Fps) y F.
solani (Fsol) respectivamente.

La especie F. oxysporum tuvo un desarro-
1lo micelial algodonoso abundante, de coloracion
blanquecina los primeros dias de crecimiento.
Debido al desarrollo de los conidios, cambid a un
tono morado (Figura 3).

Este hongo produjo macroconidios y
microconidios. Los macroconidios eran hialinos
y curvos (Figura 3a), mientras que los microconi-
dios, la mayoria carecian de septos y presentaban
una forma ovalada (Figura 3b).

La secuencia de nucleodtidos de la region
TEF1-a de los aislamientos Fox1, Fox2, Fox3 y
Fox4 presentaron 100% de homologia de secuen-
cia (500pb/500pb, 654pb/654pb, 654pb/654pb y
661pb/661pb, respectivamente) y cobertura de
100% con F. oxysporum (MN386726) reporta-
do en Malasia. Adicionalmente, el aislamiento
Foxl presentd 100% de cobertura y similitud
(499pb/499pb) de la region ITS, con un aisla-
miento de F. oxysporum (MT560381) reportado
en China, asi como con otras accesiones del
GenBank.

Figura 3. Estructuras de caracterizacion morfologica y
microscopica del hongo F. oxysporum (Fox2) de
Siquirres en medio PDA. A. Microconidios y b.
Red de hifas.

El aislamiento Fox2 presentd 100% de
cobertura y similitud (503pb/503pb) de la region
ITS con F. oxysporum (OR388100) reportado en
Meéxico mientras que la region ITS del aislamiento
Fox3 present6 99,81% de homologia (539pb/545pb)
con un aislamiento de F. oxysporum (KU939031)
reportado en China. Ademas, el aislamiento Fox4
presentd 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 incubacién, abundante
micelio aéreo, algodonoso y blanco con pigmen-
tacion en la base color rojizo (Figura 4).

Asimismo, presentd abundantes micro-
conidios, unicelulares los cuales estaban ubi-
cados en falsas cabezas (Figura 4a) a partir
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de monofialides alargadas sobre conididforos
(Figura 4b) no ramificados. Este aislamiento
presentd homologia de secuencia y cobertura del
100% (688pb/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.

Figura 4. Estructuras de caracterizacion morfologica y
microscopica del hongo F. solani (Fsol) de
Guacimo en medio PDA. a. Microconidios y b.
Conidioforos.

Las colonias de F. pseudocircinatum (Fps)
provenientes de muestras de suelo de Pococi pre-
sentaron micelio algodonoso de color rosado que
posteriormente se torno de color morado princi-
palmente en el centro de la colonia (Figura 5).
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Figura 5. Estructuras de caracterizacion morfologi-
ca y microscopica de especies del hongo F.
pseudocircinatum (Fps) de Pococi en medio PDA.
a. Macroconidios. b. Microconidios y c. Hifas
enrolladas.

Adicionalmente, este hongo present6 esca-
sos macroconidios, alargados, delgados (Figura
Sa) con célula apical puntiaguda. También mos-
tré microconidios ovoides y sin septos (Figura
5b), con hifas en forma espiral enrolladas (Figura
5c¢), caracteristica de gran relevancia taxonomica
para la identificacion de esta especie. El ana-
lisis de secuencias de la region TEF1-o de Fps
mostré homologia del 99,7% y 100% de cober-
tura (664pb/666pb) con diferentes secuencias
de F. pseudocircinatum, entre ellas MT011003
y MN386745 reportadas en Los Paises Bajos y
Malasia, respectivamente.
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Penicillium steckii

P. steckii (Pst) se aislo de muestras de
suelo procedentes del canton de Guacimo. Este
hongo presentd un crecimiento circular de 4
cm y un micelio de color verde a turquesa con
bordes blancos (Figura 6). En el lado inferior, la
tonalidad fue de color crema. También se caracte-
riz6 por presentar conidioforos 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 caracterizaciéon morfologica y
microscopica del hongo Penicillium steckii (Pst)
de Guacimo en medio PDA. a. y b. Métulas. c.
Fialides y d. Conidios.

Este hongo present6 homologia de secuen-
cia del 99,9% (911pb/912pb) de la region rpb2
con P. steckii (KX650039) reportado en Brasil,

mientras que la secuencia parcial del gen de la
B-tubulina de este mismo aislamiento, presentd
100 % de homologia (442pb/442pb) con P. steckii
(KY469196) reportado en Canada.

Talaromyces sp

Talaromyces sp. (Tal) se aislo de muestras
de suclo procedentes del canton de Guacimo.
Este hongo mostr6 un didmetro de 3 cm a partir
del quinto dia de incubacion, presentd un mice-
lio de color blanco que posteriormente cambid
a color amarillo (Figura 7) con una rapida
esporulacion en pocos dias. Sus conidi6foros
eran largos y cilindricos, relativamente estrechos
(Figura 7c). Ademas, presento fialides unicelula-
res dispuestas en verticilos no ramificados (Figu-
ra 7b) a partir de las cuales se producen conidios
de forma elipsoidal (Figura 7a).

Figura 7. Esctructuras de caracterizacion morfologica y
microscopica del hongo Talaromyces sp. (Tal) de
Guacimo en medio PDA. a. Conidios. b. Fialides.
c. Métulas y d. Red de hifas de Talaromyces sp.
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La secuencia parcial del gen de la
B-tubulina de Talaromyces sp. (Tal) mostrd baja
cobertura lo que resultd en una homologia redu-
cida, donde alcanzd un 96,74% (356pb/368pb)
con valores similares a los reportados en Suda-
frica (MK951834) para este mismo hongo. Asi-
mismo, la secuencia parcial del gen de la rpb2
de este mismo aislamiento presentd baja cober-
tura 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 presen-
cia de los hongos nematofagos

Se analizaron seis muestras de suelo pro-
venientes de cinco cantones de la region Huetar
Atlantica de Costa Rica, donde se determiné la
textura del suelo y los niveles de pH los cuales
pueden tener alguna relacion con la ocurrencia
de PHN. 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 Cantén de Talamanca, como Lomas
en el Canton de Pococi, tienen texturas franco
arenosas, es decir, existe presencia significativa
de particulas de arena en la textura del suelo. Las
demas localidades y cantones mostraron textura
franco limosa (Cerere, Limoén), franco arcillosa
(Tortuguero, Pococi), franco arcillo limosa (El
Carmen, Siquirres) y franca (Duacari N°2, Gua-
cimo). Con respecto a los valores de pH, estuvie-
ron en el rango de 5,8 a 6,5 (Tabla 3).
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Tabla 3.  Caracteristicas de suelos segun valores de textura
y pH de diferentes localidades de la Region Hue-
tar Atlantica de Costa Rica. 2021.
Cantén Localizacion Textura pH
Limén Cerere Franco limoso 6,20
Tortuguero Franco arcilloso 6,28
Pococi
Lomas Franco arenoso 6,39
Siquirres El Carmen Fran‘c o arcillo 5,84
limoso
Guacimo Duacari N° 2 Franco 6,51
Talamanca Bajo Coen Franco arenoso 5,98
DISCUSION

En el proceso de caracterizacion molecu-
lar no se logré identificar Talaromyces a nivel
de especie, ya que se obtuvo bajo porcentaje de
cobertura y homologia de las secuencias obteni-
das (B-tubulina y rpb2) con las de las especies
reportadas en el GenBank. Este inconveniente
puede atribuirse a la escasa informacion disponi-
ble en la base de datos analizada respecto a este
aislamiento. Ademas, es probable que las regio-
nes amplificadas en este estudio no proporciona-
ran informacién especifica de este hongo o bien,
se trate de una nueva especie no reportada aun.

En lo que respecta a factores antagonicos
de algunas especies de hongos identificadas en
este estudio, como por ejemplo Trichoderma, se
destaca por la producciéon enzimas como quitina-
sas, gluconasas, proteasas y células, que tienen la
capacidad nematicida y antagoénica, demostrada
en estudios llevados a cabo por Gezgin et al.
(2020), y Lyubenova et al. (2023) y Mesa-Vane-
gas et al. (2019). Estas enzimas pueden inducir
deformaciones y limitar la movilidad de los
nematodos (Carranza-Gonzalez 2014).

El hongo Trichoderma spp. sobresale
como uno de los agentes de control biologico
mas efectivos y utilizados, principalmente por su
habilidad micoparasitica (Chaves-Garcia 2006).
Esta capacidad radica en que logra adherirse al
hospedero y envuelve sus hifas alrededor de ¢l
formando un apresorio; estructura con la que
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logran penetrar las células hospederas y final-
mente provoca colapso del hospedero (Todd et al.
2019). También presentan capacidad antagonica
contra nematodos (Rojas-Villacorta et al. 2017,
Moo-Koh 2018) debido a la produccion de meta-
bolitos secundarios (Rivera-Méndez et al. 2018).

Dentro del género Fusarium existen espe-
cies saprofitas que actian como biocontrola-
dores. Por ejemplo, Fusarium solani ha sido
evaluado contra huevos y juveniles de Nacobbus
aberrans, mostrando un parasitismo del 86% y
90%, respectivamente; sin causar patogenicidad
en plantas de chile (Capsicum annuum) (Cortez-
Hernandez et al. 2019). Otra especie, Fusarium
oxysporum, puede inducir resistencia sistémica
en la planta hospedera contra diferentes nemato-
dos (Manobanda-Duche 2022) y también estimu-
lar la produccion de metabolitos que, al igual que
Trichoderma, inhiben el desarrollo de nematodos
fitoparasitos y fomentan la produccion de com-
puestos de defensa en las plantas contra patoge-
nos (Morales-Garcia 2014, Cortez-Hernandez et
al. 2019).

Aunque F. pseudocircinatum se reporta
en la literatura como un hongo fitopatdogeno en
varios cultivos, incluido el banano (Ifiguez-
Moreno et al. 2022, Tarnowski et al. 2010), resul-
ta crucial comprender su interaccion en el suelo
con la biodiversidad microbiana y la dindmica de
los ecosistemas. Este hongo podria desempefar
un papel significativo en el ciclo de nutrientes y
en las interacciones con otras especies de hon-
g0s, aspectos microbioldgicos que ain no estan
investigados.

A pesar de que algunas especies de
Fusarium actien favorablemente, es funda-
mental reconocer que muchas de ellas también
son patogenas y pueden causar dafios signifi-
cativos a los cultivos. Esta doble naturaleza,
tanto beneficiosa como perjudicial, debe ser
cuidadosamente considerada para evitar con-
fusiones y malentendidos en la implementa-
cion de estrategias de control biologico.

Algunos hongos como Trichoderma y
Fusarium tienen la capacidad de crear “bio-
films” o biopeliculas en las raices, las cuales

son complejas comunidades creadas por una
variedad de microorganismos, entre los cuales
se incluyen hongos (Triveni et al. 2012). Estos
hongos poseen la capacidad de establecer inte-
racciones simbidticas con las plantas y de formar
colonias microbianas. Estas interacciones bene-
ficiosas pueden contribuir al control de pato-
genos y estimular el crecimiento de las plantas
(Poveda-Arias 2018).

Las cinco localidades muestreadas en este
estudio presentaron suelos de textura franca,
lo cual promueve la retencion y disponibilidad
de nutrientes para diversos organismos edafi-
cos, incluidos los hongos (Capcha-Ospina 2017,
Jiménez-Zappa 2013). Ademas, el tipo de suelo
influye en la composicion y funcion de las espe-
cies 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 lo cual podria
estar asociado principalmente a su funcion anta-
gonica en el suelo, que incluye la produccion
de metabolitos inhibitorios y competencia con
patoégenos (Macias-Echeverri et al. 2019). Las
condiciones edaficas y de pH, estan estrecha-
mente relacionados con factores ambientales y la
cantidad de materia organica, los cuales desem-
peilan un papel fundamental en la distribucion y
ocurrencia de HN (Gortari et al. 2007).

La presencia de los potenciales hongos
nematofagos en este estudio, podria estar rela-
cionada con la notable compatibilidad de estos
organismos a suelos con pH &cido. Aunque
algunas especies de Trichoderma tienen habili-
dad de crecer en suelos con un amplio rango de
pH, desde 5,5 hasta 8,5 debido a su capacidad
de adaptacion, sus valores Optimos se situan
entre 5,5-6,5, lo que sugiere una preferencia por
ambientes ligeramente Aacidos (Pozo-Enriquez
2020). Esta condicion podria explicar la presen-
cia de potenciales hongos nematdfagos en condi-
ciones de variabilidad de pH del suelo como los
encontrados en este estudio.
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En esta investigacion, los valores de pH
obtenidos concuerdan con el rango dptimo reco-
mendado para el desarrollo de Fusarium spp., el
cual se encuentra entre 3,8 a 5,0 (Pérez-Rivera
2014) es decir, con suelos acidos. Asimismo, los
resultados de textura del suelo 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 condi-
ciones 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 desarro-
llo micelial (Lopez-Courrau et al. 2018). Esta
situacion podria también explicar la presencia de
este hongo en las muestras de suelo con pH acido
en los cantones Limon, 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 5,98. Este
hongo presenta una gran tolerancia al pH, debido
a que el pH optimo para su desarrollo es de 2,0 a
10,0 (Manobanda-Duche 2022), por lo que puede
adaptarse a diferentes condiciones de suelo.

CONCLUSIONES

Los hallazgos de este estudio proporcionan
informacion valiosa sobre la diversidad y poten-
cial de los hongos nematdfagos en el control de
plagas y enfermedades en cultivos de banano.
Ademas, destaca la importancia de realizar anali-
sis relacionados al desarrollo de estrategias efec-
tivas para su identificacion como las utilizadas en
esta investigacion y a la implementacion y aplica-
cién en programas de manejo integrado de plagas.

La identificacion precisa de estos antago-
nistas mediante diversos criterios establece la base
para que investigaciones futuras puedan explorar
su potencial como agentes de control de nemato-
dos fitoparasitos, no solo en cultivos de muséceas,
sino también en otros sistemas productivos espe-
cialmente en paises en desarrollo.

Segun los resultados, se recomienda, ampli-
ficar y secuenciar otras regiones del genoma de
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Talaromyces sp. 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 potenciales
HN en plantaciones de banano y otros cultivos en
la region. Es fundamental llevar a cabo pruebas
de patogenicidad para asegurar que algunos de
los potenciales HN, no solo sean eficaces en la
lucha contra los nematodos, sino que también sean
seguros para las plantas hospedadoras. Las pers-
pectivas 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.
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