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Resumen

Los endéfitos constituyen un grupo de microorganismos que viven dentro
de las plantas, los cuales mantienen asociaciones ligeramente perceptibles
con sus plantas hospederas por al menos parte de su ciclo de vida. Su amplia
biodiversidad, asi como su capacidad de sintesis de metabolitos secundarios,
promocién de crecimiento e induccién de resistencia sistémica, entre otras
caracteristicas, hacen de los hongos endéfitos una alternativa de alto potencial
para su aplicacidén en el manejo de insectos plaga y enfermedades en cultivos
de importancia agricola en Colombia y en el resto del mundo. Sin embargo,
el estudio de microorganismos endéfitos es un drea relativamente nueva en
la investigacién: su biologia y las bases moleculares de la interaccién planta-
enddfito se encuentran atin poco exploradas para el caso de los hongos que
colonizan plantas vasculares, lo cual reduce el espectro de desarrollo de nuevos
productos a base de endéfitos, dada la dificultad de generar una formulacién
que garantice la permanencia del hongo fuera de la planta hospedera y permita
la penetracién del mismo en diferentes momentos de desarrollo de esta. En este
capitulo, se tratardn temas relacionados con su mecanismo de accién, patrones
de colonizacién, formulacién y técnicas de aplicacién en campo y algunos
casos exitosos del uso de hongos endéfitos comercialmente disponibles para el

manejo de algunos fitopatégenos e insectos plaga.
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Agente de control biolégico, formulacién, interaccidén planta-endéfito,

mecanismos de accién
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Abstract

The endophytes constitute a group of microorganisms living inside plant
tissues which maintain slightly perceptible associations with their host
plants for at least part of their life cycle. Its wide biodiversity, as well as its
ability to synthesize secondary metabolites, growth promotion, systemic
induced resistance, among other characteristics, make endophytic fungi as
a high potential alternative for its application in the management of pests
and diseases in crops of agricultural importance in Colombia and the rest of
the world. However, the study of endophytic microorganisms is a relatively
new area in research, and its biology and the molecular basis of the plant-
endophyte interaction are still hardly explored for the case of those fungi that
can colonize vascular plants, which in turn reduces the spectrum of fungal
species used for the development of new products based on endophytes given
the difficulty of developing a formulation that guarantees the permanence of
the fungus outside the plant and allows the penetration at different times of
development of the host plant. In this chapter, issues related to endophytes
mechanisms of action, colonization patterns, formulation and application
techniques in the field and some successful cases of the use of endophyte
fungi commercially available for the management of some phytopathogens
and insect pests will be addressed.

Keywords

Biological control agent, formulation, mechanisms of action, plant-

endophyte interaction
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Introduccidon

En la década de los noventa, el comité de micologia de
la Sociedad Americana de Fitopatologia (aps, por su
sigla en inglés) organiz6 una de las primeras sesiones de
discusién acerca de la aparicién de hongos endéfitos en
plantas lefiosas y gramineas (Backman & Sikora, 2008).
Esta discusién dio inicio a una serie de publicaciones que
buscaban darle visibilidad ante la comunidad cientifica

al fenémeno del endofitismo en estas especies.

Es asi como en 1996 se publicé el libro acerca de la
ecologia y evolucién de los endéfitos editado por
Scott y Carris (1996). Para ese entonces, la mayoria
de la informacién recopilada hacia referencia a los
hongos clavicipiticeos, los cuales, con frecuencia,

se relacionaron con la reduccién de la herbivoria en

pastos, producida por insectos y algunos mamiferos

(Saikkonen et al., 1996).

Los endéfitos se definen como microorganismos que
viven durante todo o parte de su ciclo de vida dentro
de los tejidos de plantas vivas sin ocasionar ningin
sintoma o efecto negativo en su planta hospedera y cuya
colonizacién interna es demostrable (Rodriguez, White,
Arnold, & Redman, 2009; Saikkonen, Faeth, Helander,
& Sullivan, 1998; Schulz & Boyle, 2006; Stone, Bacon, &
White, 2000). Los hongos endéfitos pueden distinguirse
de las micorrizas por la ausencia de estructuras externas
como hifas o micelio (Saikkonen et al., 1998); ademds,
cuentan con capacidad para explotar diferentes fuentes
nutricionales (Ownley, Gwinn, & Vega, 2010).

Biologia de los hongos endéfitos

Los hongos enddfitos representan un continuo de
hongos con respecto a su estado fisiolégico, modo
de infeccidn, patrén de colonizacién, metabolismo
secundario, estrategia de historia de vida y etapas de
desarrollo y evolucidn, pero también con respecto a
la categoria taxonémica del hongo y del hospedero
implicados en la simbiosis (Schulz & Boyle, 2005).
Las interacciones endéfito-hospedero no son neutras,
sino que implican un equilibrio de antagonismos que
es independiente del 6rgano de la planta que esté

infectado (Schulz & Boyle, 2005).

La clasificacién funcional de los endéfitos se basé
en la filogenia y las caracteristicas del ciclo de vida,
y fueron asociados en dos grupos: los endéfitos
clavicipiticeos que se recuperan de algunas
gramineas y los endéfitos no clavicipiticeos que se
recuperan de tejidos asintomdticos de plantas no
vasculares, helechos y plantas relacionadas, coniferas

y angiospermas (Rodriguez et al., 2009).

Los endéfitos clavicipiticeos (o clase 1) constituyen

un pequeﬁo ndmero de especies

de hongos

dentro de la familia Clavicipitaceae que estin
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relacionados filogenéticamente y cuya transmisidén
es principalmente vertical, donde las plantas madre
transmiten los hongos a las plantas hijas a través de
semillas infectadas (Saikkonen, Ion, & Gyllenberg,
2002). Estos se limitan a algunas gramineas de zonas
templadas, se encuentran dentro de los brotes de las

plantas y forman infecciones intercelulares sistémicas

(Bischoff & White, 2005).

Los hongos endéfitos de la clase 1 frecuentemente
estimulan el desarrollo de la biomasa de la planta, le
confieren toleranciaalasequiay producen compuestos
quimicos que son tdxicos para los animales que
las consumen, reduciendo asi la herbivoria (Clay
& Schardl, 2002). Sin embargo, los beneficios
conferidos por estos hongos parecen depender de la
especie huésped, de su genotipo y de las condiciones
ambientales (Faeth et al., 2006; Faeth & Sullivan,
2003; Saikkonen, Helander, Faeth, Schulthess, &
Wilson, 1999). Clay y Schardl (2002) dividen los

enddfitos clavicipiticeos en tres tipos:

* Tipor:suciclodevidaincluyeespecies sintomiticas

y patogénicas, e implica la propagacién del hongo



por ascosporas y la esterilizacidén reproductiva del
huésped. Los hongos son heterotélicos y requieren
transferencia de espermacios entre tipos de

apareamiento para una reproduccién exitosa (Clay

& Schardl, 2002).

* Tipo 11: la reproduccién de endéfitos que infectan
las gramineas puede ser extremadamente pldstica.
En plantas individuales colonizadas, se pueden
producir simultineamente cuerpos fructiferos del
hongo e inflorescencias de la planta y se describe
como un mecanismo de interaccién mixta (Clay &
Schardl, 2002). Los hongos endéfitos que produ-
cen este estado mixto se denominan simbiontes
pleiotrépicos porque se transmiten verticalmente
a través de semillas y horizontalmente por
esporas (Schardl et al., 1997, citado por Clay &
Schardl, 2002).

* Tipo 1 estos permanecen dentro del tejido
vegetal durante toda su vida, incluso durante
la floracién del hospedero, y presentan ciclo
de vida asintomitico. No producen esporas
sexuales (ascosporas), por lo que no existe un
mecanismo regular de recombinacién genética
para el hongo (Clay & Schardl, 2002). Los linajes
de genotipos unicos de hongos se transmiten
verticalmente a través de semillas por crecimiento
de hifas en 6vulos en desarrollo, proporcionando
mayores oportunidades para las interacciones
coevolutivas (Freeman, 1904, citado por Clay &
Schardl, 2002).

Mecanismos de accidon

Diferentes mecanismos de accién y aplicaciones de
los microorganismos endéfitos han sido descritos
en la tltima década. Algunos de los beneficios de los
endéfitos en sus plantas hospederas se encuentran

resumidos en la figura 19.1.

Los microorganismos enddfitos pueden inducir la
expresion de genes en las plantas para la produccién de
metabolitos secundarios en estas o en el medio donde
se desarrollan, los cuales pueden ser extraidos para
diferentes propdsitos. Adicionalmente, estas sustancias

pueden interferir con organismos potencialmente
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De igual manera, los endéfitos no clavicipiticeos (ENC)
son altamente diversos y se subdividen en tres clases
funcionales segin los patrones de colonizacién del
hospedero, su mecanismo de transmisién entre las
generaciones del huésped (caracteristicas del ciclo de
vida),los niveles de biodiversidad in planta ylos beneficios
e interaccién aportados al hospedero (importancia y
funcién ecolégica) (Rodriguez et al., 2009).

Los Enc de la clase 2 pueden crecer extensamente tanto
en tejidos por encima como por debajo del nivel del
suelo, pero su diversidad es limitada (Rodriguez et al,,
2009). En la clase 3 los ENC estdn altamente localizados
y restringidos a los tejidos que se encuentran encima
del suelo, pero su diversidad es alta (> 20 especies
registradas a partir de una hoja) (Arnold et al., 2003).
La clase 4 coloniza extensamente la raiz y su diversidad
no ha sido determinada (Rodriguez et al., 2009).

También existen diferencias en la colonizacién del
hospedero y en el modo de trasmisidén. La clase 2 se
transmite verticalmente (por semillas y sus partes,
o por rizomas) y horizontalmente; ademis tiene
capacidad de conferirle tolerancia a la planta hospedera
frente al estrés especifico del habitat (pH, temperatura
y salinidad) y de mejorar su crecimiento y la tolerancia
al estrés hidrico (tolerancia a la sequia), asi como
ante factores no especificos del habitat (Rodriguez
et al, 2009). En contraste, las clases 3 y 4 solamente
se transmiten de manera horizontal y le confieren
beneficios al hospedero, ya que mejoran su crecimiento

y su tolerancia a la sequia (Rodriguez et al., 2009).

patégenos de la planta hospedera y pueden inducir
resistencia a enfermedades, mayor tolerancia a factores
abidticos y cambio en la calidad de los productos de la

planta.

Por lo tanto, los hongos endéfitos pertenecen al
grupo de agentes de control biolégico microbianos en
la regulaciéon EU 1107/200 (Camino-Sinchez et al,
2011). Estos se definen como cualquier ente micro-
biolégico, incluidos los virus y los hongos inferiores,
celulares o no celulares, capaces de replicarse o de trans-

ferir material genético (Feldmann & Hommes, 2013).
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Volumen 2. Aplicaciones y perspectivas

Emision de compuestos
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Figura 19.1. Efectos de la inoculacién de plantas con hongos endéfitos.

Fuente: Elaboracién propia

Frente a un insecto plaga o un patdgeno especifico,
los microorganismos endéfitos pueden presentar uno
o mds mecanismos de accién que estdn relacionados
con su capacidad como agentes de control biolégico.
Se agrupan principalmente en mecanismos quimicos
o indirectos, los cuales se dan por la produccién de
metabolitos primarios, metabolitos secundarios, en-
zimas o por compuestos orgdnicos volatiles (voc, por
su sigla en inglés) efectivos que limitan e inhiben a
un patdgeno en particular u otros hongos endéfitos
competidores (Herre et al., 2007). Dentro de esta
categoria se encuentran tres mecanismos especificos: 1)
antibiosis, 2) competencia y 3) induccién de resistencia
(Card, Johnson, Teasdale, & Caradus, 2016; Herre et
al., 2007). El segundo grupo son los mecanismos fisicos o
directos que se generan por las interacciones de contacto
entre hifas y células, conocido como parasitismo directo
o micoparasitismo (Card et al., 2016; Herre et al., 2007).

Capitulo 19. Los hongos endéfitos en control biolégico de fitopatégenos e insectos plaga

Control biolégico
de fitopatégenos

Los endéfitos pueden producir metabolitos secundarios
que le confieren resistencia al hospedero contra factores
bidticos como enfermedades causadas por nematodos,

bacterias y hongos patégenos (Rodriguez et al., 2009).

Mecanismo indirecto, efecto de los voc
en el manejo de fitopatégenos

Un ejemplo de mecanismo indirecto es el caso de
Muscodor  yucatanensis, hongo endéfito aislado de

hojas del arbol Bursera simaruba (Burseraceae), que



produce una mezcla de voc identificados como octano,
2-pentilfurano, cariofileno, aromadendreno y derivados
del naftaleno (Macias-Rubalcava et al.,2010), obtenidos
de los extractos orgdnicos del medio de cultivo y del
micelio de 15 dfas de crecimiento. Estos compuestos
fueron efectivos contra diferentes microorganismos
fitopatégenos, como Colletotrichum sp., Phomopsis sp.,
Alternaria solani, Rhizoctonia sp., Phytophthora capsici'y
Phytophthora parasitica. Algunos de los voc presentan
también efectos aleloquimicos que generan inhibicién
en el crecimiento de la raiz de algunas especies vegetales

como amaranto y tomate (Sinchez-Fernindez et al,

2013; Macias-Rubalcava et al., 2010).

Tolerancia al estrés bidtico y abidtico

El endéfito Piriformospora indica, aislado de una
espora de una micorriza arbuscular obtenida del
suelo rizosférico de los arbustos Prosopis juliflora y
Ziziphus nummularia en arenas del desierto en la India
(Verma et al., 1998), indujo tolerancia al estrés salino
moderado (100 mM de NaCl) en pldntulas de cebada
(Hordeum vulgare) luego de cuatro semanas de haberlas
inoculado con el endéfito. Estas plintulas, ademis,
fueron mis resistentes a los patdgenos Fusarium
culmorum y Cochliobolus sativus que afectan la raiz y
causan importantes pérdidas econémicas (Kumar
et al., 2002). Dicho tratamiento, ademds, estimulé la
produccién de biomasa en comparacién con el control,

lo que dio lugar a un aumento general en el rendimiento

de grano (Waller et al., 2005).

Asi mismo, las raices de las plantas colonizadas por
P. indica mostraron mayor capacidad antioxidante
debido a que las concentraciones de dcido ascérbico y
de dehidroascorbato reductasa aumentaron sistema-
ticamente en las tres primeras semanas, lo cual sugiere
que los niveles altos de estos antioxidantes, y en especial
del ascorbato presente en las raices, las protegen de
la muerte celular provocada por los patdgenos F
culmorum y C. sativus (Waller et al., 2005).

P indica generd respuestas de defensa por resistencia
sistémica inducida que se expresé en las hojas de
cebada en las que se observé un 58 % de reduccién de
la infeccién causada por el mildeo polvoso, causado

por Blumeria graminis f. sp. hordei (Erysiphales), y se

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

encontraron frecuencias mds altas de respuesta de
reaccién celular hipersensible, incluyendo muerte
celular, lo que confirma que el patdgeno evaluado

fue controlado por una respuesta activa de la planta

(Waller et al., 2005).

Competencia por nichos y nutrientes

Bolwerk, Lagopodi, Lugtenberg y Bloemberg
(2005) evaluaron la cepa no patogénica Fo47 de
Fusarium oxysporum, la cual inhibe a E oxysporum f.
sp. radicis-lycopersici reduciendo los sintomas de la
pudricién de la raiz y el cuello del tallo, observados
simultidneamente en la raiz del tomate, para lo cual se
necesita una concentracién 50 veces mayor de esporas
del biocontrolador que del patégeno. Esto asegura la
germinacién preferencial de las esporas de Fo47 por los
componentes del exudado de las raices, lo que reduce
el crecimiento del patégeno hacia la raiz porque mds
hifas de Fo47 pueden competir por los nutrientes del
exudado radicular y, por ende, reducir los nutrientes
que podria utilizar el patégeno, a pesar de tener una

pobre colonizacién (Bolwerk et al., 2005).

E oxysporum Fo47 puede ocupar y reducir el nimero
de sitios en que se fijan las esporas del patdgeno para
infectar y asi reduce la colonizacién del patégeno E
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, lo que resulta en un
menor numero de lesiones sintomdticas que las que
presenta el testigo. La mayor concentracién de in6éculo
de Fo47 compensa su crecimiento menos agresivo v,
en consecuencia, contribuye a la competencia efectiva
de nichos y nutrientes en la raiz del tomate. También
es probable que la resistencia inducida desempene
un papel en el manejo de la pudricién de la raiz y el
cuello del tallo. El recubrimiento de semillas, como
una estrategia de introduccién del agente de control y
pldntulas con esporas Fo47, resultd en una reduccién
de la incidencia de la enfermedad del 100 al 75%
(Bolwerk et al., 2005).

De otra parte, la inoculacién de tomate con Fo47
se correlacioné con niveles aumentados de PR-
1, quitinasa, B-1,3-glucanasa y [-1,4-glucosidasa
(Duijff, Pouhair, Olivain, Alabouvette, & Lemanceau,
1998; Fuchs, Moénne-Loccoz, & Défago, 1997), lo

que indica que Fo47 actia a través de un mecanismo
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Volumen 2. Aplicaciones y perspectivas

similar a la resistencia sistémica adquirida (sar). Fo47
no causé sintomas visibles, mientras que la necrosis se
asoci6 con la sar inducida por patégenos. Por lo tanto,
la reduccién de la incidencia de la enfermedad pudo
ser el resultado de Fo47 en la induccién de resistencia

en el tomate.

Control biolégico
de insectos plaga

La colonizacién endéfita, ademis de actuar en el
control de fitopatégenos, es conocida por su capacidad
de mejorar la resistencia contra insectos herbivoros
debido a la modulacién que ejerce en el sistema de
defensa de las plantas que acompana el proceso de
inoculacién (Dicke, Van Loon, & Soler, 2009; Pieterse,
Poelman, Van Wees, & Dicke, 2013; Poelman et al,,
2012). Adicionalmente, induce cambios en la calidad
nutricional de las plantas y en la produccién de varios
compuestos de defensa de la planta, de tipo alcaloide

(Thakur, Kaur, Kaur, & Singh, 2013).

Existe una amplia evidencia de la capacidad de los hongos
entomopatdgenos Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae 'y Lecanicillium lecanii de colonizar tejidos
vegetales de algunas especies, lo cual, dependiendo de la
especie de plantay dela cepa del hongo, puede determinar
si la interaccién genera un beneficio para ambos, la
planta y el hongo, o si por el contrario la interaccién
es neutra e incluso antagénica (Vidal & Jaber, 2015).
Vidal y Jaber (2015) mencionan que existen algunos
efectos adversos sobre los insectos que se alimentan de
plantas colonizadas por estos endéfitos, sin embargo, los
datos son altamente variables e inconsistentes, lo cual
no permite determinar los mecanismos que explican
tales efectos. Por su parte, Vega (2008) reportd que,
de una colecta de hongos endéfitos en plantas de café,
el hongo entomopatdgeno B. bassiana y el antagonista
de fitopatdgenos Clonostachys rosea, a pesar de haber
sido aislados de tejidos vegetales, fueron capaces de
ocasionar patogenicidad en individuos de la broca del
café Hypothenemus hampei.

Beauveria bassiana ha sido reportado colonizando
exitosamente tejidos vegetales como hojas, raices y

tallos de plantas de frijol Phaseolus vulgaris como
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resultado de una inoculacién artificial por medio
de aspersion foliar o aplicacién en el sustrato con
una suspensién de sus esporas (Parsa, Ortiz, &
Vega, 2013), al igual que en tallos de plantas de café
(Posada, Aime, Peterson, Rehner, & Vega, 2007), en
Papaver somniferum cv. nigrum (Quesada-Moraga et
al,, 2006a) y también en cultivos in vitro de banano
Mousa spp. En estos tltimos se present6 un detrimento
en la sobrevivencia de larvas de Cosmopolites sordidus
(Akello, Dubois, Coyne, & Kyamanywa, 2008). De
otra parte, la colonizacién endéfita de plantulas de
tomate y algoddén con B. bassiana proporciond una
mayor proteccién contra los fitopatdgenos Rhizoctonia
solani y Pythium myriotylum a mayor concentracidn
aplicada en semilla (Ownley et al., 2008).

Producciéon de metabolitos secundarios

caracteristicas de los

Una de las

microorganismos enddfitos es la produccién de

principales

metabolitos secundarios. Algunos de estos compuestos

son antibidticos con propiedades antifingicas,
antibacteriales e insecticidas, los cuales pueden inhibir
eficazmente el desarrollo de otros microorganismos,
incluyendo fitopatégenos (Gunatilaka, 2006). Es-
tas propiedades hacen que la bioprospeccién de
microorganismos endéfitos haya tomado fuerza en
los dltimos afios, dado su potencial de manejo dual
de insectos plaga y de enfermedades, asi como los
diferentes mecanismos de accién que permiten obtener
plantas con mayor produccién de biomasa gracias a la
promocién de crecimiento que confieren algunos de

estos microorganismos (Strobel & Daisy, 2003).

En los sistemas planta-insecto-hongo endéfito, la
g

produccién de metabolitos secundarios es importante

para mantener la relacién simbidtica entre la planta y

el hongo debido a la capacidad de los hongos endéfitos

para alterar el comportamiento de alimentacién de

los invertebrados, asi como la reduccién de la tasa de

desarrollo de los insectos que protege, a su vez, ala planta

hospedera de la herbivoria (Rohlfs & Churchill, 2011).

En el caso de los metabolitos téxicos producidos por
hongos endéfitos se encuentran los emitidos por Epicloé
spp. y Neotyphodium spp., los cuales, cuando colonizan

pasturas de importancia agrondmica, contribuyen en



la reduccién de poblaciones de insectos asociados,
mejorando asi la aptitud ecolégica de la planta y
reduciendo la del insecto (Clay & Schardl, 2002). Uno
de los compuestos producidos por el hongo Epicloé, la
pernamina, actiia como un disuasivo de insectos, por
lo tanto, las plantas inoculadas con este hongo cuentan
con una proteccién frente a la herbivorfa. Tanaka,
Tapper, Popay, Parker y Scott (2005) encontraron que
las plantas inoculadas con una cepa transgénica de
Epicloé festucae que no podia producir el compuesto
pernamina eran tan atractivas ante el gorgojo argentino
del raigrds (Listronotus bonariensis) como aquellas que

no contenian el endéfito.

Los hongos entomopatégenos mds estudiados son
Metarhizium spp., Lecanicillium spp., Isaria spp,
Sporothrix spp., Hirsutella spp., Aschersonia spp.,
Paecilomyces spp., Tolypocladium spp., Nomuraea spp. y
B. bassiana (Vega et al., 2009), cada uno de los cuales
produce una serie de metabolitos secundarios que
presentan amplia variedad de actividades bioldgicas
contra mamiferos, insectos, microorganismos y células
vegetales (Rohlfs & Churchill, 2011). En estudios
realizados sobre la virulencia de M. anisopliae en
relacién con la produccién del compuesto serinociclina
y el compuesto mutagénico NG-391 se comprobé que
ninguno de los dos estd involucrado en la virulencia
de este hongo contra larvas de Spodoptera exigua
(Moon et al., 2008). En contraposicién, compuestos
como la dextruxina, producidos por muchas especies
del complejo de Metarhizium spp., han demostrado
que juegan un papel importante en el incremento de
la susceptibilidad de insectos como Drosophila spp.
a la infeccién por otros entomopatdgenos de origen
bacteriano. Sin embargo, es importante tener en cuenta
que no todos los metabolitos secundarios emitidos
por entomopatdgenos actiian como toxinas o factores
de virulencia, lo cual aumenta la relevancia de los
estudios que permitan elucidar cémo los metabolitos
secundarios emitidos por los entomopatégenos
contribuyen al proceso de infeccién, desarrollo y

comportamiento de los insectos hospederos (Rohlfs &

Churchill, 2011).

Beauveria bassiana es considerado uno de los hongos
entomopatdgenos mds empleados para el manejo de
poblaciones de insectos plaga, sin embargo, este mismo
hongo presenta diferentes funciones en la naturaleza,

por ejemplo, cuando se obtiene logra establecer una
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colonizacién constante del enddfito en la planta,
es antagonista de algunos patdgenos de plantas,
promotor del crecimiento vegetal y puede colonizar
la rizosfera de algunas especies; sin embargo, para
alcanzar el potencial biocontrolador del endéfito es

necesario realizar estudios que permitan conocer sus

modos de accién (Jaber & Ownley, 2018).

Estudios recientes han demostrado que aplicaciones
foliares con los hongos B. bassiana (EABb 04/01-Tip,
EABb 01/33-Su, Bb04a) y Metarhizium brunneum
(EAMb 09/01-Su) sobre plantas de alfalfa, tomate
y melén conducen a una colonizacién enddfita
transitoria de los tejidos de las plantas tratadas.
Este endofitismo causa un incremento en las tasas
de mortalidad de las larvas del gusano soldado
Spodoptera littoralis cuando se alimentan directamente
de las plantas tratadas con el endéfito, comparado
con larvas inoculadas directamente con el hongo
entomopatdgeno (Resquin-Romero, Garrido-Jurado,
Delso, Rios-Moreno, & Quesada-Moraga, 2016).
Al evaluar las mismas cepas de B. bassiana y M.
brunneum y una cepa adicional de este tltimo (EAM
01/58-Su) en hojas de plantas de meldn, se observé
una mortalidad adicional en ninfas de mosca blanca
Bemisia tabaci, que varié del 53,4% en individuos
tratados directamente con los entomopatégenos a un
96 % en ninfas alimentadas con plantas inoculadas con
los endéfitos. En los tratamientos con M. brunneum
se observd que el 43% de las ninfas melanizadas
presentd dextruxina A, un metabolito secundario que
posiblemente es responsable de la mortalidad de los
insectos (Garrido-Jurado et al., 2017).

A pesar de los diferentes ejemplos en los que la
aplicacién de hongos entomopatégenos endéfitos ha
resultado en el control de poblaciones de insectos
plaga, solo en algunos casos se ha reportado que el
efecto sobre los insectos se debi6 a una micosis directa
del entomopatdgeno (Akello et al., 2008; Garrido-
Jurado et al,, 2017; Lopez & Sword, 2015; Vidal &
Jaber, 2015), y en la mayoria de los casos es atribuible
a la accién indirecta de productos emitidos por el
endéfito que afectan el desarrollo o comportamiento
del insecto, lo cual es sustentado por la ausencia de
esporulacién del hongo en los insectos recuperados
después de consumir tejido vegetal colonizado

por hongos entomopatdgenos endéfitos (Jaber &

Ownley, 2018).
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Efectos adversos de algunos endé6fitos

La produccién de metabolitos secundarios por los
hongos endéfitos no solamente es conocida por su
efecto en la proteccién de las plantas frente a ataques
de herbivoros, sino también por los efectos negativos
que puede tener la emisién de ciertos alcaloides, lo
cual ha sido asociado al aumento del nimero de
herbivoros y a su riqueza en especies, y sugiere que las
grandes cantidades de alcaloides medidas en especies
de pastos nativos podrian afectar negativamente la
accién de los enemigos naturales de los invertebrados

y no conferir ninguna proteccién a la planta (Jani,

Faeth, & Gardner, 2010).

En cuanto a la emisién de voc, estd documentado que
las plantas se comunican con su entorno por medio de

la emisién de este tipo de semioquimicos, los cuales,

a su vez, son reconocidos por diferentes organismos
asociados con las plantas, como los insectos herbivoros
y sus enemigos naturales (figura 19.2). Se ha
demostrado que esta comunicacién multitréfica puede
ser interrumpida o cambiada cuando la planta se
encuentra colonizada por uno o mis microorganismos
enddfitos (Battaglia et al., 2013; Jaber & Vidal, 2009;
Jallow, Dugassa-Gobena, & Vidal, 2008; Rodriguez-
Saona, Blaauw, & Isaacs, 2012; Zhang, 2014) y
que estas variaciones, a su vez, pueden modular la
interaccién de las plantas con algunos insectos plaga
y sus enemigos naturales; esta interaccién depende

directamente de la cepa evaluada (Aragén, 2016).

Por ejemplo, Battaglia et al. (2013) estudiaron el
modelo de interaccién multitréfica entre la planta de
tomate Solanum lycopersicum var. San Marzano Nano,

el hongo biocontrolador Trichoderma longibrachiatum

Emision de volatiles

Enemigos naturales

Insectos herbivoros

Figura 19.2. La emisién de compuestos orgdnicos volitiles (voc) de una planta puede ser modificada por la

colonizacién con hongos endéfitos que producen cambios en la comunicacién quimica entre la planta y los demis

organismos que interactiian con ella, como los insectos herbivoros.

Fuente: Elaboracién propia
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cepa MK1, el dfido Macrosiphum euphorbiae y sus
enemigos naturales, el parasitoide Aphidius ervi y el
depredador Macrolophus pygmaeus. Evaluaron los
efectos dela colonizacién con el hongo endéfito sobrela
emisién de compuestos organicos voldtiles de la planta
de tomate y sus potenciales efectos sobre el desarrollo y
la reproduccién del afido M. euphorbiae y sus enemigos
naturales, y encontraron que, en comparacién con
las plantas testigo, aquellas plantas colonizadas por
T. longibrachiatum permitieron mayores indices de
crecimiento de poblaciones del 4fido, mayor atraccién

de los dos enemigos naturales y un desarrollo mas

rapido del depredador de 4fidos.

Aragén (2016) observé que inoculaciones con el
hongo endéfito B. bassiana afectan la composicidén
de compuestos volitiles emitidos por la planta de
tomate bajo condiciones de invernadero y reducen la
cantidad emitida de m-cimeno, un compuesto emitido
constitutivamente por la planta que le permite repeler
insectos como los 4fidos. Al evaluar diferentes cepas de
B. bassiana, observé que la variacién en la composicién
de voldtiles es especie-especifica, de igual forma que la
respuesta de atraccién de dfidos de la especie Myzus
persicae, los cuales presentaron mayor atraccidén hacia
plantas de inoculadas con Beauveria bassiana EABb
04/01-Tip que hacia las plantas no inoculadas. Asi
mismo, cuando la colonizacidn endéfita se realizé con
Trichoderma koningiopsis, un hongo benéfico conocido
por su capacidad de controlar el marchitamiento
vascular causado por F oxysporum ( Jaimes, Moreno, &
Cotes, 2009), se observé que la atraccién de dfidos de
la misma especie M. persicae fue mayor que hacia las

plantas testigo (Aragén, 2016).

Adicionalmente, estudios acerca del comportamiento
de oviposicién de las hembras de la especie Helicoverpa
armigera frente a plantas inoculadas con B. bassiana,
M. brunneum o T. koningiopsis demostraron que este
insecto es capaz de reconocer diferencialmente las
plantas de acuerdo con la composicidn de sus volitiles,
y presenta una clara preferencia de oviposicién en
plantas tratadas con B. bassiana EABb 04/01-Tip,
de manera similar a lo que sucede con los afidos

(figura 19.3) (Aragdn, 2016).

Un caso contrario se presentd en los resultados
obtenidos por Jallow et al. (2008), quienes observaron

que plantas de tomate inoculadas con el hongo endéfito
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Figura 19.3. Plantas de tomate Solanum lycopersicum
inoculadas con el endéfito Beauveria bassiana EABb
04/01-Tip que modificaron la composicién de los
compuestos orgdnicos volitiles emitidos, lo cual aumenté
directamente el comportamiento de oviposicidén de
Helicoverpa armigera en comparacién con plantas no
inoculadas o inoculadas con otros endéfitos.

Fuente: Elaboracién propia

Acremonium  strictum redujeron  significativamente
la produccién del mismo compuesto, m-cimeno,
pero al evaluar el comportamiento de oviposicién de
H. armigera observaron que las plantas inoculadas
con el endéfito presentaron un menor nimero de
oviposiciones que aquellas no tratadas con el hongo,
lo cual confirma la especificidad de la relacién planta-
endodfito y las consecuencias sobre la interaccién con

insectos.

Elreconocimiento delas senales emitidas por las plantas
depende de la estrategia de alimentacidén del insecto

evaluado, pues en algunos casos el reconocimiento de
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estos semioquimicos se realiza a corta distancia para
insectos chupadores con distancias de distribucién
cortas, mientras que insectos voladores, con distancias
largas de distribucién, son capaces de reconocer las
sefales desde largas distancias (Szendrei & Rodriguez-
Saona, 2010).

Efecto dual de los hongos endéfitos

Uno de los primeros reportes acerca de proteccidén
de plantas otorgada por algunos microorganismos
enddfitos fue el de Webber (1981), que abordé el
caso del hongo Phomopsis oblonga y su control sobre
poblaciones del insecto plaga Physocnemum brevilinenu.
La interaccién entre el hongo endéfito P oblonga y
drboles de olmo holandés contribuyé indirectamente

a la disminucién en la dispersién del hongo patégeno

Patrones de colonizacidon

Los microorganismos enddfitos pueden presentar
diferentes preferencias de colonizacién en los tejidos
de la planta hospedera; asi mismo, la movilidad de los
endéfitos a lo largo de la planta ha sido ampliamente
documentada. Es el caso de B. bassiana, que en
condiciones de campo ha sido aislado de diferentes
6rganos de las plantas, tales como raices, hojas, tallos
e incluso del hipocétilo (Aragén, 2016; Zhang, 2014),
mientras que Metarhizium sp. se ha observado casi
exclusivamente en las raices (Aragén, 2016; Behie, Jones,
& Bidochka, 2015; Vidal & Jaber, 2015; Zhang, 2014).
B. bassiana ha sido principalmente asociado con insectos
o hébitats de insectos, incluyendo suelos. Sin embargo,
también ha sido descrito como simbionte de plantas,
capaz de colonizar un amplio rango de monocotiledéneas
y dicotiledéneas, como café, banano, maiz y trigo, lo cual
da cuenta de su baja especificidad (Ownley et al., 2008;
Vega, 2008). Aunque poco se ha reportado respecto al
mecanismo por el cual este microorganismo se distribuye
alo largo de la planta, se sugiere que B. bassiana es capaz
de colonizar de manera sistémica su planta hospedera,
y a pesar de que su estilo de vida endéfito es facultativo,
dado que no siempre se desarrolla en el interior de los

tejidos de su planta hospedera, si es conocido por formar
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Ceratocystis ulmi, agente causal de la enfermedad,
debido al manejo de las poblaciones de su insecto
vector, P. brevilinenu, lo cual se relaciond con alcaloides
y micotoxinas emitidas por el endéfito (Dutta, Puzari,

Gogoi, & Dutta, 2014).

El control biolégico dual de insectos y fitopatdgenos
ha sido reportado para los hongos entomopatégenos
B. bassiana y Lecanicillium spp. El endéfito B. bassiana
produce una serie de metabolitos bioactivos que
limitan el crecimiento de algunos hongos fitopatégenos
en condiciones in vitro, mientras que, en experimentos
in planta, B. bassiana reduce la enfermedad causada
por los patdgenos del suelo Pythium spp., Rhizoctonia
spp. y Fusarium spp. En el caso de Lecanicillium spp. se
ha reportado que es inductor de resistencia sistémica
contra el mildeo polvoso, sin embargo, se conoce que

este hongo también actia por micoparasitismo en el

control de dicha enfermedad (Ownley et al., 2010).

asociaciones de largo plazo que sugieren un alto grado
de mutualismo (Biswas, Dey, Satpathy, & Satya, 2012;
Ownley et al., 2008).

Los microorganismos endéfitos, como cualquier otro
organismo, tienen requerimientos nutricionales, por
lo cual su infeccién genera algin costo a la planta
hospedera. Este es probablemente balanceado por
algunas capacidades del hongo que contribuyen
con funciones ecoldgicas o fisioldgicas especificas
que resultan en un beneficio para el hospedero
bajo condiciones ambientales particulares, como la

interaccién con organismos de otros niveles tréficos

(Michaud, Pell, & Vega, 2017).

El efecto de las interacciones entre hongos endéfitos e
insectos herbivoros ha sido reportado principalmente
para pastos usados en agricultura, los cuales, en
principio, se encontraban colonizados por hongos
endéfitos clavicipiticeos (Ascomicota: Hypocreales:
Clavicipitaceae), que son capaces de colonizar de
manera sistémica la mayoria de pastos de las familias
Poaceae, Juncaceae y Cyperaceae. Los pastos inoculados
han demostrado una alta resistencia al consumo foliar

por insectos debido a su contenido de alcaloides



bioldgicamente activos, los cuales pueden alterar el ciclo
de vida de algunos insectos que consumen este tipo de
material vegetal (Anjitha, 2017). Los ejemplos mis
comunes citados en la literatura son los de las especies
Lolium perenne y Festuca arundinacea infectadas con
el hongo endéfito Neotyphodium, que causa un efecto
negativo en més de 40 especies de insectos distribuidos

en seis 6rdenes (Azevedo, Maccheroni Jr, Pereira, &

De Araujo, 2000).

El cultivo de cacao se ve afectado por diferentes e
importantes enfermedades que atacan sus partes
vegetativas, sus frutos o ambos (Ten Hoopen, Deberd,
Mbenoun, & Cilas, 2012). Una de las enfermedades
mds importantes es la moniliasis causada por
Moniliophthora roreri, que puede llegar a producir
pérdidas del 40 % de la produccién del fruto (Jaimes &
Aranzazu Herndndez, 2010). Varios factores pueden
estar involucrados en la susceptibilidad ala enfermedad,
como el ciclo de fructificacidn, el tamano de la fruta, la
edad, la posicién en el arbol y el genotipo del cacao, por
lo que su control quimico no es muy efectivo debido
al ripido desarrollo y el crecimiento longitudinal del
fruto (promedio de 3 mm diarios) (Ten Hoopen et al.,

2012); ademds, puede contaminar aguas y suelos.

En consecuencia, se han explorado y evaluado hongos
endéfitos para el control de algunas enfermedades del
cacao, los cuales, aunque no producen efectos visibles
en su hospedero, han demostrado actividad, ya que
tienen diferentes mecanismos que ayudan a proteger
a su hospedero, como el parasitismo, la antibiosis y
la competencia por sustrato; pueden tener efectos
genéticos y fenotipicos que resulten en un incremento
de la resistencia a los patégenos (Herre et al.,, 2007;
Mejia et al, 2014), y que ademis conserven la
estabilidad y la biodiversidad del suelo en el ecosistema

particular del cultivo al reducir el uso de agroquimicos

(Crowder & Harwood, 2014).

Hace relativamente poco tiempo que se ha reconoci-
do el papel esencial que algunos de estos simbiontes
microbianos pueden desempenar en la ecologia de su
huésped, y su éxito evolutivo ha llevado a la investiga-
cién sobre la exploracidn de esta relacién para el con-
trol de diferentes enfermedades (Backman & Sikora,
2008; Mejia et al., 2014).

Endéfitos aislados de las hojas de cacao, como

Colletotrichum tropicale (muy comtn y dominante como
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endéfito foliar), pueden inducir cambios consistentes
en la expresién de cientos de genes del huésped, algunos
de ellos con funciones de induccién de defensas (Mejia
et al., 2014). También la colonizacién por diferentes
enddfitos como Colletotrichum sp., Fusarium/Nectria
spp. y Xylaria sp., aislados de hojas de T. cacao, y de
especies como Ouratea lucens y Heisteria concinna,
puede reducir la necrosis y la mortalidad de hojas de T.
cacao al ser infectados naturalmente con Phytophthora
sp., mediante la interaccién directa de los endéfitos con

el patdgeno foliar e indirectamente por la quimica de la

hoja (Arnold et al., 2003).

En la evaluacién in vitro de 15 aislamientos de
Trichoderma representados en siete especies enddfitas
aisladas del tallo y de fruto de T. cacao y de ocho
especies aisladas de Theobroma bicolor, T. speciosum, T.
grandiflorum, T. gileri y Theobroma sp., se observaron
diferentes niveles de control, como su capacidad para
inhibir y parasitar M. roreri. Los aislamientos de
Trichoderma harzianum 'y Trichoderma asperellum
enddfitos de tallo y los aislamientos de T. harzianum
y Trichoderma hamatum aislados de frutos son los
mds destacados en su capacidad de colonizacién y
control del patégeno, mientras que los aislamientos de
Trichoderma spirale y Trichoderma stromaticum fueron

poco eficientes en la colonizacién del patdgeno (Bailey

et al,, 2008) (figura 19.4).

Técnicas tradicionales de
reaislamiento de hongos endéfitos

La observacién de microorganismos endéfitos se rea-
liza por medio de dos técnicas bisicas: observacién
directa y métodos dependientes de cultivo. En

de los

microorganismos que crecen dentro del tejido vegetal

la observacién directa, las estructuras
son examinadas directamente bajo microscopia de
luz o electrénica. Esta técnica permite observar la
microbiota que no es posible cultivar en medios
de cultivo estindar. Sin embargo, la mayoria de
hongos endéfitos, cuando se desarrollan dentro
del tejido vegetal, solo presentan hifas, lo que
dificulta su identificacién taxonémica debido a
la falta de estructuras de reproduccién sexuales o

asexuales (conidios y esporas) (Sun & Guo, 2012).
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Las técnicas dependientes de cultivo han sido
usadas tradicionalmente para el reaislamiento de
microorganismos enddfitos en diferentes plantas
(Parsa et al., 2013; Posada et al., 2007; Quesada-
Moraga, Landa, Mufioz-Ledesma, Jiménez-Diiz,
& Santiago‘Alvarez, 2006a). Con esta técnica, el
material vegetal debe pasar por diferentes procesos
de esterilizacién superficial para remover todos los
organismos que se encuentran en la superficie del
tejido y garantizar que se aislen los microorganismos

que se estdn desarrollando en el interior de los tejidos

(Sun & Guo, 2012).

El proceso, que depende de un subcultivo en medio
nutritivo, generalmente incluye los siguientes pasos:
1) lavado del material vegetal con agua corriente para
remover la mayoria de particulas que se encuentran
en la superficie del tejido, por ejemplo, residuos de
suelo y microorganismos epifitos, entre otros; 2) una
esterilizacién superficial para eliminar microorga-
nismos que aun queden en la superficie del tejido;

los protocolos de esterilizacién superficial pueden

variar dependiendo del tipo de tejido; 3) aislamiento
del hongo endéfito proveniente del material, que se
desarrolla en el medio de cultivo nutritivo; 4) puri-
ficacién y crecimiento hasta esporulacién de los ais-
lamientos endéfitos bajo diferentes condiciones de
incubacién y 5) identificacién del hongo endéfito
basada en caracteristicas morfoldgicas en el medio
de cultivo (Quesada-Moraga, Ruiz-Garcia, & San-
tiago-Alvarez, 2006b; Sun & Guo, 2012; Wang &
Guo, 2007).

Técnicas moleculares para la
deteccion de endoéfitos in planta

Debido a las limitantes de las técnicas tradicionales
de aislamiento de hongos endéfitos, es muy probable
que muchos de los microorganismos endéfitos no
puedan ser aislados, ya que en algunos casos se trata
de microorganismos no cultivables o su desarrollo

Colletotrichum tropicale
Xylaria spp.
Trichoderma harzianum
Trichoderma hamatum
Fusarium/Nectria spp.

Trichoderma harzianum
Trichoderma hamatum
Trichoderma asperellum
Trichoderma spirale
Trichoderma stromaticum

Figura 19.4. Microorganismos endéfitos aislados de diferentes 6rganos de la planta de cacao.

Fuente: Elaboracién propia
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en medio nutritivo es muy lento y son superados por

otros microorganismos con tasas de desarrollo mas

rapidas (Sun & Guo, 2012).

Las técnicas moleculares permiten detectar cantidades
de hongos endéfitos que dificilmente pueden ser
encontradas con los métodos tradicionales de aisla-
miento. Generalmente un proceso de estudio molecular
incluye: 1) extraccién del ADN gendmico, incluyendo
el de la planta y el hongo; 2) amplificacién de los
fragmentos de ADN usando primers especificos del
hongo; 3) separacién de los productos por pcr, por
medio de electroforesis en gel con gradiente des-

naturalizante y la escisién de diferentes bandas del gel

Casos exitosos

El desarrollo de productos a base de microorganismos
endodfitos es una estrategia relativamente reciente, sin
embargo, paises como Nueva Zelanda se encuentran
entre los mayores productores de material vegetal
inoculado con microorganismos endéfitos, los cuales
son integrados en las semillas de coberturas vegetales
usadas principalmente para campos deportivos. Estos
pastos que contienen hongos endéfitos favorecen

la liberacién de algunos alcaloides que previenen el
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que representan diferentes taxa; (4) clonacién de los
productos directamente en pldsmidos y transferencia
a E. coli DH50; 5) busqueda de clones positivos para
los diferentes taxa usando técnicas de fingerprinting
como PCR-RELP; 6) secuenciacién de los clones
representativos y 7) identificacién basada en anilisis
filogenético (Sun & Guo, 2012). Si el propédsito del
estudio es cuantificar el ApN de un hongo endéfito
conocido, entonces bastard con realizar un Pcr

cuantitativo usando primers especificos.

Los protocolos, en este caso, varfan de acuerdo

con el microorganismo que se desea cuantificar (Landa

etal, 2013).

ataque de herbivoros vertebrados e invertebrados. Asi
mismo, existen productos de pasturas que contienen
endoéfitos y un bajo contenido de alcaloides, lo cual
permite su uso en el pastoreo de especies productoras

de leche o carne.

En la tabla 19.1 se muestran algunos factores que, de
acuerdo con Card et al. (2016), se deben tener en cuenta

para obtener un producto exitoso comercialmente.

Tabla 19.1. Factores que se deben tener en cuenta para que un microorganismo endéfito sea comercialmente exitoso

Caracteristica

Descripcion

El agente de control biolégico debe ser de ficil aplicacién, de tal manera que no se requieran

Modo de aplicacién

equipos especializados para su diseminacién en los cultivos. Adicionalmente, debe ser especie-

especifico para evitar una transmision a los cultivos aledafios y potenciales consecuencias de

incompatibilidad en las nuevas interacciones bioldgicas que se puedan generar.

El microorganismo debe tener uno o mds mecanismos de accién efectivos, por ejemplo,

compuestos bioactivos que puedan ser movilizados hacia el lugar donde se requiere de su

Modo de accién

efecto. Sin embargo, se debe propender por una bioactividad especie-especifica que no presente

efectos antagénicos sobre especies benéficas no blanco, como abejas polinizadoras, avispas

parasitoides o insectos depredadores.

Proteccién del

material genético , , ,
partir del material comercial.

El producto comercialmente disponible debe estar protegido, de tal forma que las cepas
individuales puedan ser identificadas y comercializadas sin que sea posible su propagacién a

Costo biolédgico

En ninguna circunstancia, el producto a base de microorganismos endéfitos debe causar
sintomas o crear un costo biolégico significativo en su planta hospedera.

Fuente: Adaptado de Card et al. (2016)
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Productos comerciales
a base de hongos endéfitos

Como ejemplo, se describen tres hongos filamentosos
con caracteristicas de endéfitos, dos de estos microor-
ganismos con actividad bioinsecticida y uno con blan-
co en un hongo fitopatégeno; estos ingredientes activos
cumplieron un sinntimero de pasos de evaluacién e in-
vestigacién para llegar a ser un producto aplicable con
uso en agricultura. El desarrollo de un bioproducto
generalmente incluye el hallazgo del microorganismo,
el descubrimiento de sus propiedades, su multiplica-
cién y produccién en diferentes escalas, el desarrollo
del producto, cumplir diferentes pruebas de eficacia,

realizar su registro y finalmente la comercializacién

(Ravensberg, 2015).

Bipesco Metarhizium brunneum

M. brunneum Petch (sin. Metarhizium anisopliae
var. anisopliae) cepas 5 y F52 son subcultivos de la
cepa individual M.a. 43, y constituyen el ingrediente
activo de los productos a base de Bipesco 5/F52,
formulados como polvo mojable (wp), originalmente
aislado de la carpocapsa o polilla de la manzana
(Cydia pomonella, lepidoptera: Tortricidae) en
Austria en 1967 (Rios-Moreno et al., 2016b;
Singh, Gill, & Tuteja, 2011). Este bioplaguicida
tiene una amplia gama de hospederos naturales o
“agricolas” que se encuentran en y sobre el suelo,
como 4fidos, trips, mosca blanca, escarabajos
(Coleoptera: Melolonthidae), gorgojos (Coleoptera:
Curculionidae), 4caros y mosquitos (European Food

Safety Authority [Ersa], 2012).

El biocontrolador causa la muerte del insecto
debido a varios procesos, incluyendo el agotamiento
de nutrientes, la obstruccién fisica, la parilisis o
la invasién de 6rganos y toxicosis (EFsa, 2012).
Ademais, produce al menos 15 toxinas destruxinas
(A,B,C,D,E, Ed, Ed1, A2, B2, D2, E2, CL, DesmA,
DesmB, DH-A). La destruxina A es el metabolito
mas abundante (Rios-Moreno et al., 2016a; Rios-
Moreno et al, 2016b) y uno de los principales

metabolitos secundarios producidos por el género
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Metarhizium, importante para la actividad insecticida
y el desempeno de roles claves en la patogénesis

(Hu & Leger, 2002).

Los conidios de Bipesco 5 y F52 germinan en la
superficie del hospedero, pueden diferenciarse al
formar apresorios e invaden por penetracién directa
del exoesqueleto o la cuticula. Una hifa infectiva
penetra a través de la cuticula del hospedero y even-
tualmente emerge en el hemocele, donde el hongo
produce células flotantes que son pasivamente
transportadas y las toxinas pueden ser producidas.
Después de la muerte del insecto, bajo condiciones
hiimedas, el micelio penetra en la cuticula del insecto y
produce conidios infecciosos en el exterior del caddver
(EFsa, 2012). Bajo condiciones secas, el hongo puede
sobrevivir en la fase micelial, pero no produce conidios
en el exterior del cuerpo. La produccién de conidios
requiere temperaturas éptimas para la esporulacidn
de 25-30 °C. M. brunneum puede crecer in vitro en el
rango de pH de 3,3-8,5, pero por debajo de 10 °Cy
por encima de 35 °C no esporula (Ersa, 2012).

Adultos de las especies Strophosoma melanogrammum y
Strophosoma capitatum tratados con una suspension de
conidios no formulados de Bipesco a 1 x 107 conidios.
mL?, bajo condiciones de laboratorio (20 °C con
fotoperiodo de 16:8 h luz: oscuridad), presentaron
una patogenicidad del 100% a los 21 dias, con un
tiempo medio de supervivencia (Tms) de 13,5 dias
para S. melanogrammum y de 96,5% a los 32 dias, y
un T™s de 22,6 dias con S. capitatum, demostrando

asi su capacidad de infectar y causar micosis (Nielsen,

Vestergaard, Harding, Wolsted, & Eilenberg, 2006).

En condiciones de campo se realizaron dos aplicaciones
de conidios no formulados de Bipesco, con un intervalo
de 15 dias, al suelo de un cultivo de pino o abeto rojo
(Abies procera) de ocho afios de edad con antecedentes
de dafio por Strophosoma spp., a una concentracién
de 1x107 (200 mL x m* = aprox. 1 x 10" conidios.
ha'). Cada individuo adulto capturado semanalmente
durante tres afos de evaluacién y en los periodos de
mayor actividad (primavera [abril-junio] y otofio
[agosto-octubre]) fue evaluado en laboratorio durante
cuatro semanas (20 °C, 16:8 h luz: oscuridad) para
registrar la mortalidad. Se alcanzé una prevalencia
del hongo del 90% y del 78% en adultos de S.

melanogrammum y S. capitatum respectivamente en los



dos primeros meses después de aplicacién (primavera
del primer afio). En las parcelas del tratamiento testigo,
la prevalencia de otros hongos entomopatégenos (M.
anisopliae, B. bassiana, P. farinosus y Lecanicillium)
fue menor al 8% en S. melanogrammum y nula en S.
capitatum. Para el otofio del mismo periodo evaluado,
la reduccidn en S. melanogrammum fue de 52% y 54 %
para S. capitatum en parcelas tratadas en comparacién
con las parcelas testigo (Nielsen et al., 2006).

En el otono del segundo afo de evaluacién, la
densidad de S. melanogrammum y S. capitatum fue
significativamente menor en las parcelas tratadas vs. las
parcelas testigo, que presentaron una reduccién en S.
melanogrammum del 20% y en S. capitatum del 33 %.
En el afio tres no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos en primavera, pero en otofo la
poblacién tanto de S. melanogrammum como de S.
capitatum fue significativamente menor en las parcelas

tratadas comparadas con las parcelas testigo (Nielsen

et al., 2006).

El estudio demostré que la aplicacién del principio
activo de Bipesco desempena un papel principal en la
supresion de la poblacién de Strophosoma spp. y que
puede presentar un efecto acumulativo y prevenir un
aumento de la poblacién en la siguiente generacidn,
actuando sobre la mortalidad de hembras en periodo
de oviposicién o generando efectos subletales que
causan disminucién en la fecundidad y la eclosién
de huevos, ademds de la infeccién de larvas neonatas

(Nielsen et al., 2006).

En otro estudio, Bipesco 5 fue recuperado como
endodfito de las hojas, los tallos, los tubérculos y las
raices de plantas de papa previamente inoculadas
con una suspensién de 10® conidios.mL? y evaluadas
posteriormente a las 24, 48,72, 96 y 120 h. Se observé
una colonizacién diferenciada en los porcentajes
y tiempos de colonizacién, donde el porcentaje de
colonizacién de las hojas fue ligeramente superior al de
lostallosy enestos, asuvez, fue significativamente mayor
que el porcentaje de colonizacidn en los tubérculos y las
raices. La colonizacién en las hojas por Bipesco 5 a las
24 h fue del 76,6 %, presentd la colonizacién mixima a
las 96 h con un 81,6 % y se observé una tendencia a la
disminucién de la colonizacién al final del ensayo. A las

24 h, los tallos tuvieron una colonizacién de 65 %, y su

valor méximo fue de 73,3 % alas 72 y 96 h. Se observé
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colonizacién en el tubérculo y en las raices, aunque el
aumento en el porcentaje de colonizacién no fue muy
alto: a las 72 h fue del 11,6 % en tubérculos y 13,3 %
en raices, lo cual refleja ligeramente mds colonizacién

de la raiz comparada con el tubérculo (Rios-Moreno

et al., 2016b).

Esta investigacién confirmé que las concentraciones
de destruxina A difieren en el tubérculo a las 24 h
y en la raiz a las 48 h (6,8+4,8 y 2,1+ 1,4 pg / kg,
respectivamente) y no se observé en hojas y tallos. Su
concentracién en los tejidos vegetales fue muy baja
en comparacién con los niveles de colonizacién, lo
que sugiere que la produccién de destruxina A por el
hongo puede ser temporal y que el compuesto podria

degradarse ripidamente (Rios-Moreno et al., 2016b).

El éxito de los tratamientos con entomopatdgenos
radica en comprender con precisién cuindo es el
momento adecuado de realizar cada aplicacién y
conocer la persistencia del principio activo bajo ciertas
condiciones ambientales, ademis de tener claro el
ciclo de vida (p. ej., el ciclo de vida de dos afios de los

picudos) y la etologia de la plaga (Nielsen et al., 2006).

Naturalis-L Beauveria bassiana

El ingrediente activo del bioinsecticida Naturalis-L
es la cepa atcc 74040 de B. bassiana (Balsamo)
Vuillemin (Deuteromycetes, Moniliales) formulada en
aceite. Esta fue originalmente aislada del gorgojo del
algodén Anthonomus grandis (Boheman) (Coleoptera:
Curculionidae) en el valle del Bajo Rio Grande, Texas,
EE. UU. (Mayoral, Benuzzi, & Ladurner, 2006).
El bioplaguicida se recomienda para el control de
etapas larvarias y adultas de especies de mosca blanca
(Hemiptera) que pertenecen a la familia Aleyrodidae,
incluidaslas moscasblancas deinvernadero Trialeurodes
vaporariorum y Bemisia spp., plagas agricolas con una
alta tasa de reproduccién, muy importantes en cultivos
bajo invernadero y en campo, con una amplia gama de
hospederos, incluyendo malezas, y que ademds acttan
como vectores de varios virus importantes de plantas
(Martin, Mifsud, & Rapisarda, 2000; ersa, 2013). El
biocontrolador también actta sobre estadios larvales

y adultos de trips, como Frankliniella occidentalis

(Jacobson, Chandler, Fenlon, & Russell, 2001).
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El excesivo uso de moléculas quimicas en ambientes
semicontrolados o de invernadero ha aumentado los
casos de resistencia de las moscas blancas y disminuido
sus agentes naturales de control (Mayoral et al., 2006).
Con el propésito de buscar métodos alternativos
y eficaces de manejo de la mosca blanca, se evalué
la eficacia del bioinsecticida aplicado en diferentes
dosis, en ensayos bajo condiciones de invernadero,
sobre cultivos de tomate Solanum lycopersicum cv.
Naomi y berenjena Solanum melongena cv. Cristal.
En tomate, todos los tratamientos con Naturalis-L,
independientemente de la dosis (de 125, 250 y 300
mL/L) y aplicados semanalmente durante la etapa
de maduracién del fruto (siete semanas), redujeron
significativamente la infestacién de mosca blanca
mediante la reduccién de ninfas vivas, con una eficacia
entre el 72% y el 82,8 % en comparacién con el testigo
no tratado. Para el tratamiento con el insecticida
quimico neonicotinoide se presentd el mayor nimero
de ninfas muertas, considerando que la resistencia a
este compuesto no se presentd en la poblacién blanco
de la mosca blanca (Mayoral et al., 2006).

En berenjena, todos los tratamientos con el
bioinsecticida (aplicados dos veces, cada 14 dias desde
el inicio de la floracién) redujeron significativamente la
infestacidn de adultos de mosca blanca en comparacién
con el testigo no tratado: al aplicar 200 mL/L se
observé un efecto dosis-respuesta inferior al del
insecticida quimico neonicotinoide evaluado (igual
forma de aplicacién a 75 mL/L), pero usando la misma
dosis en mezcla con un coadyuvante o usindolo de
manera individual a 300 mL/L su eficacia fue similar

al compararlo con el testigo quimico.

Esto demuestra que las aplicaciones del producto
Naturalis a base de B. bassiana son una herramienta
altamente eficaz para el control de infestaciones
naturales de mosca blanca en cultivos bajo cubierta
y que su eficacia podria ser mejorada si es usado en
conjunto con un coadyuvante que sea compatible con el
endéfito o que mejore su adherencia al tejido vegetal y su
estabilidad en condiciones de campo. Adicionalmente,
al ser incluido en estrategias de manejo integrado de
moscas blancas puede ayudar a desarrollar estrategias
efectivas de manejo de la resistencia a la plaga y evitar
la presencia de niveles inadecuados de residuos de

agroquimicos, lo cual contribuye a la inocuidad del

producto final (Mayoral et al., 2006).
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Vidal y Jaber (2015) evaluaron el potencial del
Naturalis-L para crecer y colonizar endéfitamente
plantas de canola (Brassica napus var. Favorite) y de haba
(Vicia faba cv. Hangdown Griinkernig) aplicando 4 mL
de una suspensién de 1 x 10® conidios.mL" en el haz y
el envés de dos hojas opuestas de canola y en el tercer
par de hojas verdaderas de haba. Siete dfas después de
la inoculacién, confirmaron la colonizacién endofitica
al reaislar el hongo de 12 discos (2 mm?) estériles de
tejido de hojas preinoculadas sembradas en medio de un
cultivo selectivo para B. bassiana (incubacién de 14 dfas a
25 °C). El porcentaje de colonizacién se calculé segtin el
nimero de segmentos colonizados evaluados y dio como
resultado que la colonizacién de plantas de B. napus por
Naturalis® (83,6 %) fue mayor que en plantas de haba
(68,1%),lo que demostré una alta variabilidad del efecto
en diferentes especies de plantas, tanto en la eficacia de

colonizacién como en los posibles efectos adversos sobre

insectos herbivoros (Vidal & Jaber, 2015).

En otro ensayo, se evalud la virulencia del Naturalis-L
en plantas de habichuela preinoculadas de manera
endofitica sobre larvas de tercer estadio del gusano
cogollero (H. armigera). Las plantas fueron tratadas
como se describid, y siete dias después de lainoculacién
una jaula de sujecién que contenfa una sola larva
fue unida a una hoja no inoculada de cada planta
para asegurar que cualquier efecto contra las larvas
introducidas fuera consecuencia de crecimiento de
hongos dentro de los tejidos de las plantas. Las larvas
se evaluaron diariamente registrando la mortalidad
(dispuestas en cimara himeda durante 14 dias) o la
formacién de pupa. Se obtuvo como resultado una
mortalidad larvaria del 25%, una micosis del 22% y
un tiempo de supervivencia de 21,1 dias, comparado
con todas las larvas de H. armigera alimentadas con
plantas del tratamiento control que permanecieron
vivas hasta la formacién de la pupa. Esto confirma
la colonizacién endofitica por Naturalis-L y el
efecto de la interaccién endéfito-planta-herbivoro,
pero se requiere comprender qué produce el efecto
de la interaccién planta-hongo sobre los insectos
herbivoros. La forma de inoculacién, las condiciones
ambientales y climiticas y el estado nutricional de
las plantas pueden desempefnar un papel crucial en
la interaccién y en el establecimiento. También las
plantas hospederas pueden aumentar su metabolismo
de defensa al percibir los organismos endofiticos como

intrusos hostiles (Vidal & Jaber, 2015).



Tricovab Trichoderma stromaticum

La escoba de bruja del cacao (Moniliophthora perniciosa)
es una enfermedad importante en Suramérica,
Centroamérica y el Caribe, ya que ocasiona bajos
rendimientos en la produccién y alteraciones en el
balance hormonal del hospedero, como hipertrofia e
hiperplasia y posterior necrosis en el tejido (Wheeler,
1985, citado por De Souza et al., 2006). Después de
su llegada en 1989 al estado de Bahia, Brasil pasé de
ser el tercer productor mundial de cacao (entre 1988 y
1990) a ser un importador neto en pocos afios (1998-
2000), demostrando asi la severidad del patdgeno
(Meinhardt et al., 2008). Las basidiosporas del
hongo infectan los tejidos meristemdticos y ocasionan
diferentes tipos de sintomas, dependiendo del érgano
infectado (brotes, botones florales, flores y frutos en
desarrollo): en los meristemos apicales, el sintoma es el
crecimiento hipertréfico (proliferacién vegetativa); en
los botones florales induce filodia y formacién de frutos
partenocirpicos, y cuando la infeccién ocurre en frutos,
las semillas se pudren. La produccién de basidiocarpos
en la fase saprofitica del hongo y la formacién de

esporas ocurre a partir del tejido necrético (Silva et al.,
)% p )

2002, citado por De Souza et al., 2008).

Un solo método de control de la enfermedad es
ineficiente, por lo tanto, entre las pricticas de manejo
integrado para la escoba de bruja se encuentran el
uso de fungicidas de cobre, la eliminacién de tejidos
enfermos, conocida como poda fitosanitaria, que se
deben realizar en época seca, y el control bioldgico (De
Souza et al., 2006). Por el momento, el tinico producto
biocontrolador de la escoba de bruja es Tricovab, cuyo
ingrediente activo es la cepa AM7 de T. stromaticum
(De Souza et al, 2006). Esta cepa fue aislada de
basidiocarpos de escoba de bruja que afectan plantas
de cacao en Belén (Brasil) y es usada en el estado de

Bahia (Brasil) de manera masiva (Ten Hoopen &
Krauss, 2016).

T. stromaticum solo se encuentra en América Latina
y en estrecha asociacién como endéfito del cacao y de
especies relacionadas, como copoazti (T. grandiflorum)
y Herrania spp., lo que sugiere que probablemente
coevolucioné como micopardsito del patdgeno M.
perniciosa o como enddfito en la planta hospedera
(Hjorth et al., 2003, citado por De Souza et al., 2008).

Los frutos enfermos y muertos son colonizados por T.
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stromaticum y causan reduccién de la produccién de
basidiocarpos; por lo tanto, también reducen los niveles
de indéculo de basidiosporas y limitan la propagacién
de la enfermedad en el tejido, ademas de presentar
parasitismo directo sobre el micelio del patégeno
(De Souza et al,, 2008). T. stromaticum se produjo
inicialmente a escala piloto y posteriormente de manera
comercial, y es utilizado experimentalmente desde 1999
como parte del manejo integrado del cacao (De Souza
etal,, 2008; De Souza et al., 2006). Sin embargo, el uso
comercial de T. stromaticum ha presentado resultados
variables en campo debido a las condiciones del medio
ambiente del cultivo (variabilidad de temperaturas
y humedad) que pueden favorecer en ocasiones el
desarrollo del patdgeno y disminuir el establecimiento
del biocontrolador (Meinhardt et al., 2008).

Formulacion
y técnicas de aplicacién

La formulacién de microorganismos endéfitos enfren-
ta muchos de los problemas que se presentan en la
formulacidén de otros agentes de control bioldgico de
origen microbiano. Sin embargo, para aquellas especies
de endéfitos que son transmitidos via semilla existe
una ventaja adicional para su comercializacién: no
requieren del desarrollo de formulaciones complicadas
ni de sistemas especializados de entrega del producto
que lo protejan de las diferentes condiciones biéticas y
abidticas que pueden afectar su sobrevivencia o eficacia
como agente de control bioldgico, y que generalmente

afectan las formulaciones que deben ser aplicadas en

campo (Card et al., 2016).

El éxito en la comercializacién de microorganismos
endéfitos se encuentra estrechamente relacionado
con algunas de sus caracteristicas, que, de acuerdo
con Card et al. (2016), son importantes durante el
desarrollo de un agente de control biolégico a base de

microorganismos endéfitos:

a. El tipo de interaccién biolégica: mutualismo vs.

comensalismo.
b. El nivel de simbiosis: obligada vs. facultativa.

c. El patrén de colonizacién in planta: sistémica vs.

local.
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d. El grado de especificidad con la planta hospedera:

baja vs. alta.
e. El medio de transmisién: horizontal vs. vertical.

f. El mecanismo de accién por el cual ejercen el
control: antibiosis vs. competencia vs. parasitismo

directo vs. resistencia inducida.

El método de aplicacién de microorganismos endé-
fitos por revestimiento de semillas, aspersién o
encapsulacién representa varios retos cientificos y
técnicos relacionados con la formulacién, la cual
debe garantizar que el microorganismo se establezca
en el suelo, cerca de la planta o sobre la misma,
ademds de permitir la penetracién y la colonizacién

del hospedero y, a su vez, manejar dosis minimas y

bajo costo (Krell, Jakobs-Schoenwandt, Vidal, &

Patel, 2018). Para superar estos retos es necesario
entender el ambiente fisico-quimico y bioldgico de
la filésfera, el suelo, la superficie de la semilla y la
rizosfera (Patel, 2014). En el caso de micorrizas,
se han reportado suficientes estudios que describen
la interaccién molecular planta-microorganismo,
los cuales permiten el desarrollo de formulaciones
novedosas y técnicas de aplicacién apropiadas. Lo
contrario sucede con los hongos entomopatdgenos

de los

poca informacién acerca de los mecanismos de

enddfitos, cuales se cuenta con muy
penetracidn e inoculacidn de sus plantas hospederas
y, en consecuencia, las investigaciones bisicas, en
su mayoria, se realizan ain mediante la aplicacién

de suspensiones de esporas en lugar de formula-

ciones sofisticadas y métodos de aplicacién efectivos

(Patel, 2014).
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Conclusiones y perspectivas

Existen factores limitantes para la produccién y la comercializacién de productos a base
de microorganismos endéfitos, dado que el desarrollo de estos productos y su estabilidad
en el tiempo requieren de un proceso de investigacién bastante largo y, en algunos casos,
costoso. En Colombia se evidencia que, a pesar de su condicién de pais megadiverso,
la investigacién relacionada con el desarrollo de productos a base de hongos endéfitos
se encuentra en un nivel poco explorado. En muchos trabajos se aislan nuevas cepas de
endofitos de diferentes sistemas, pero son pocos los casos en que los resultados han llevado

al desarrollo de bioproductos de interés comercial.

El potencial de los end6fitos para el manejo de insectos plaga y de enfermedades en cultivos
de importancia agricola, la obtencién de moléculas de interés en la industria farmacéutica
y la bioprospeccién de estos microorganismos solo se podrd realizar en la medida en que
se realicen estudios en campo y se utilicen técnicas precisas para su identificacién y su

produccién a escala industrial.

Para esto se requiere continuar con el descubrimiento de aislamientos endofiticos y la
identificacién taxondémica de cepas que cuenten con atributos superiores que las hagan
candidatas a un proceso de produccién y formulacién a gran escala, ya sea para su
aplicacién como microorganismos benéficos o para la obtencién de moléculas de interés

particular en diferentes industrias.

Asi mismo, se requiere incrementar el conocimiento acerca de la interaccidn ecolédgica
entre la planta hospedera, el hongo endéfito, los insectos plaga, los insectos benéficos y
los hongos patdgenos en diferentes modelos de importancia cientifica y econdémica que
permitan incrementar la confianza en la aplicacién de estas técnicas de manejo de plagas
y enfermedades en la agricultura. De esta manera se podran identificar los potenciales

efectos adversos de la aplicacién de esta estrategia en diferentes sistemas de produccién.

Usando el enfoque del manejo de problemas fitosanitarios mediante la implementacién
de hongos endéfitos se pueden obtener beneficios adicionales en el desarrollo de las
plantas, lo cual permitirfa un potencial uso de estos microorganismos con propdsitos
de nutricidn vegetal, induccién de resistencia y tolerancia a estreses bidticos y abidticos.
Esto, potencialmente, proporcionaria beneficios adicionales al ser incluidos en las etapas
tempranas de desarrollo de un cultivo, al tratar las semillas y los sustratos de siembra
para obtener un incremento en la proporcién de la emergencia en las semillas, mejor
establecimiento de las pldntulas en los viveros por la induccién del crecimiento de las

plantas, asi como mejor adaptacién en condiciones de campo.
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Debido al reciente auge de las investigaciones relacionadas con la aplicacién de hongos
endodfitos en la agricultura y su aceptacidn en algunos sectores, como la produccién de
forrajes para ganaderia, se han iniciado investigaciones para profundizar el conocimiento
acerca del alcance y la persistencia de los hongos endéfitos dentro de su hospedero con
miras a estructurar la base cientifica que permita determinar aspectos como los tiempos
y las mejores estrategias de aplicacidn, asi como establecer el grado de proteccién de
las plantas y otros beneficios conferidos por estos hongos, lo cual permitird que esta
estrategia se adopte como una herramienta suplementaria en los programas de manejo

integrado de plagas y enfermedades.

El desafio en este campo es contribuir al desarrollo del méximo potencial de los
microorganismos endéfitos mediante investigaciones multidisciplinarias que permitan
afrontar diferentes problemas atin no resueltos respecto a las interacciones presentadas
bajo condiciones de campo y poder construir herramientas efectivas en el manejo
integrado de los diferentes insectos plaga y las enfermedades que afectan a las plantas.
El rango de interacciones en que los endéfitos asociados con una planta interfieren es
muy amplio, por lo que los estudios de la interaccién enddfito-endéfito y enddfito-planta
hospedera que utilizan herramientas moleculares (gendémica, protedmica, metabolémica,
secretmica y transcriptomica), biotecnoldgicas y bioinformdticas de tltima generacién
serdn claves para comprender su accién mutualista y el aprovechamiento de los

metabolitos secundarios.

La interaccién de los hongos endéfitos con la planta hospedera y entre si es muy versatil,
por lo que pequefias variaciones en las condiciones del medio ambiente en que se presenta
lainteraccién o en las condiciones y pardmetros del cultivo in vitro en que se multiplican los
endéfitos pueden causar variacidn en la respuesta de la planta hospedera, en los diferentes
metabolitos secundarios que se producen durante la interaccidn, asi como en la emisién
de semioquimicos usados para mediar en la comunicacién de las plantas con los demds
organismos de su entorno. Por lo tanto, los estudios que propongan la descripcién de las
diferentes rutas de comunicacién afectadas entre la planta colonizada endofiticamente y
su entorno, utilizando para esto las herramientas disponibles y emergentes, permitirdn
entender el rol de estos microorganismos en el manejo de poblaciones de plagas y el
desarrollo de enfermedades en cultivos de importancia comercial. Asi mismo, permitirian
el desarrollo y la produccién industrial de agentes de control bioldgico para el manejo
de problemas fitosanitarios en campo y también de otros metabolitos secundarios,

desentrafiando asi el potencial completo de los endéfitos.
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