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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue aislar
hongos asociados a pustulas de roya (Kuehneola
spp.), para seleccionar cepas con algin efecto
antagonista sobre el agente causal de esta enfer-
medad, en 7 localidades de la Zona de Los Santos
y Pérez Zeleddn, Costa Rica. Se realizaron mues-
treos en plantaciones de mora cultivadas organi-
camente para obtener distintos hongos y determi-
nar su posible accién antagdnica contra el agente
causal. El estudio se extendi6 por espacio de un
afio (junio 2011-junio 2012), periodo en el cual se
realizaron recolecciones mensuales para incluir
la mayor diversidad de eventuales biocontrolado-
res durante un ciclo. Del material recolectado se
logro aislar un total de 11 géneros diferentes de
hongos: Pestalotia spp., Sphaeropsis sp., Botrytis
sp., Verticillium sp., Macrophomina sp., Clados-
porium spp., Phoma sp., Colletotrichum spp.,
Rhizoctonia sp., Libertella sp., Paecilomyces
sp., y varios micelios estériles no identificados.
Para establecer el posible efecto antagonista de
los hongos, se realizaron ensayos in vitro con el
fin de determinar su capacidad supresora, sobre
la germinacion de las uredésporas de Kuehneola

1 Este trabajo fue financiado por un proyecto FEES
2009 “Generacién de conocimiento cientifico y
tecnoldgico sobre la biodiversidad de moras criollas
costarricenses con alto potencial antioxidante”.

2 Autor para correspondencia. Correo electrénico:
rafael.orozco.rodriguez@una.cr

Aceptado: 18/01/17

ABSTRACT

In vitro tests of antagonist Fungi
to control blackberry rust in Costa Rica.
The purpose of this study was to isolate fungi
associated with blackberry rust (Kuehneola
spp.) pustules in order to select isolates with
an antagonistic effect to this pathogen, in 7
locations of Los Santos and Pérez Zeledén, Costa
Rica. Sampling was carried out in organically
grown blackberry plantations to obtain different
fungi and to determine their possible antagonistic
action against the causal agent. The study was
carried out for a period of one year (June 2011-
June 2012), during which pustule samples were
collected monthly to include the greatest diversity
of possible biocontrollers during a cycle.

From the collected material, a total of 11
different genera of fungi were isolated: Pestalotia
spp., Sphaeropsis sp., Botrytis sp., Verticillium
sp., Macrophomina sp., Cladosporium spp.,
Phoma sp., Colletotrichum spp., Rhizoctonia
sp., Libertella sp., Paecilomyces sp., and several
unidentified sterile mycelia. In order to establish
the possible antagonistic fungi effect, in vitro
assays were conducted in order to determine

* Universidad Nacional de Costa Rica. Laboratorio de
Cultivo de Tejidos y Células. Costa Rica.
Hok Universidad Nacional de Costa Rica. Laboratorio de

Fitopatologia. Costa Rica.
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spp. De todos los aislamientos, los que resultaron
significativamente distintos a su respectivo tes-
tigo fueron los del género Cladosporium. Para
determinar diferencias significativas entre estos
aislamientos se realizaron comparaciones entre
ellos y se establecid que todos los aislamientos
afectaron de igual forma la germinacién de ure-
désporas y solamente Clados4 inhibié por com-
pleto la germinacién.

INTRODUCCION

En Costa Rica el cultivo de la mora (Rubus
spp.) es desarrollado por pequefios productores,
que en su mayoria la cultivan como una opcién
para diversificar su actividad agricola. Los prin-
cipales lugares donde se ha desarrollado este cul-
tivo son la zona de Los Santos, El Guarco y Pérez
Zeledon. Segin datos de Castro y Cerdas (2005)
esta actividad proporciona un ingreso econémico
importante para los agricultores y de ella depen-
den alrededor de 800 familias.

Industrialmente es un fruto de alto valor,
por la cantidad de productos que se pueden elabo-
rar a partir de €I, ademds de la comercializacion
convencional como fruta fresca (Castro y Cerdas
2005). A estas opciones, debe sumdrsele la posi-
bilidad de producirla de forma orgénica, lo cual
ha abierto un nicho de mercado para exportacién
y competencia con otros paises que producen a
un menor costo, pero de forma convencional. Por
esta razon, hay interés en desarrollar técnicas
de cultivo que apoyen la produccién orgdnica y
preserven esta modalidad de agricultura, entre los
productores de mora.

Uno de los problemas para la produccién
y exportacion de frutos, lo constituye la roya, la
cual afecta el follaje y reduce la calidad de los
frutos. Aparte de los efectos nocivos sobre la
produccidn, las lesiones en las drupas ocasionan
pérdidas econdémicas por el rechazo en las plantas
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their suppressive capacity on Kuehneola spp.,
uredospores germination. Of all the isolates,
those that were significantly different from their
respective control were those of Cladosporium
spp- In order to determine significant differences
between these isolates, comparisons were made
between them, and it was established that
all the isolates equally affected germination
of uredospores and only Clados4 completely
inhibited germination.

empacadoras. El agente causal de esta enferme-
dad es Kuehneola spp., patdgeno que se encuentra
ampliamente distribuido en Centro América y
algunos paises de América del Sur. En todas esas
regiones se informa de una amplia variedad de
especies del género Rubus, como hospedantes de
esta enfermedad (Yun 2010).

Una alternativa viable pero poco estudia-
da, para enfrentar el problema sefialado, es el
combate de esta enfermedad con agentes biol6gi-
cos. Para lograrlo de forma eficiente, es necesario
conocer e identificar primero los organismos
aut6ctonos de las zonas de produccién, que tienen
el potencial de actuar como controladores. De
esta manera, se pretende apoyar a los productores
con tecnologias que les ayuden a manejar mejor
sistemas de produccion, amigables con el ambien-
te y que permitan mantener la caracteristica orga-
nica, como valor agregado a su producto.

Para estos procesos se prefiere utilizar
antagonistas nativos debido a que tienen un
mayor potencial para combatir una enfermedad.
Esto se debe principalmente a que se encuentran
adaptados al mismo hdabitat del cultivo (Roiger
et al. 1991, Andrews 1992, Michel et al. 2001).
La presente investigaciéon pretendié contribuir
al proceso sefialado, para lo cual se realizé la
recoleccidon de hongos antagonistas y se hizo una
seleccion inicial mediante pruebas in vitro contra
Kuehneola spp.
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MATERIALES Y METODOS

La toma de muestras para este estudio se
realizé en plantaciones de mora orgdnica ubica-
das en 7 localidades de la zona de Los Santos

y Pérez Zeled6n, Costa Rica (Cuadro 1). Estas
comunidades fueron: San Martin y Cedral de
Leén Cortez, Bajo Canet de Tarraz, La Luchita
del Guarco, Buena Vista, Jardin y Division de
Pérez Zeledon.

Cuadro 1. Ubicacién e informacion de las plantaciones de mora de donde se obtuvieron las muestras para el estudio, Costa Rica,

2011.

Productor Localidad Cantén Ubicacion Altitud (msnm)

Miguel Mena La Luchita El Guarco N 09°44°39.9” 1935
W083°56°15.7”

Didier Jiménez San Martin Ledn Cortés N 09°43°43.2” 1864
W084°00°06.3”

Plantas silvestres Cedral Leodn Cortés N 09°42°50.9” 2218
W083°58°19.2”

Edwin Martinez Bajo Canet Tarrazi N 09°42°01.3” 1840
W083°59°49.0”

Franco Portugués Buena Vista Pérez Zeledén N 09°30°15.3” 1709
W083°39°28.4”

Rafael Céspedes Ziiniga Division Pérez Zeledén N 09°30°27.6 1958
W083°41°31.4”

Raiil Araya Atencio Division Pérez Zeledon N 09°30°35.1” 1869
W083°40°39.9”

José Gerardo Gamboa Jardin Pérez Zeledon N 09°30°08.3” 1916

W083°41°29.4”

El periodo de recoleccién se extendié por
un afio (jun. 2011-jun. 2012), con recolecciones
mensuales para incluir las variaciones estacionales
de la roya y sus eventuales biocontroladores. El
trabajo de laboratorio consistié en el aislamien-
to y pruebas in vitro de los hongos asociados a
pustulas de roya y se realizé en el Laboratorio de
Fitopatologia de la Universidad Nacional de Costa
Rica (UNA). En cada localidad se recolectaron
muestras de hojas y frutos con sintomas de roya.
Para el caso particular de las hojas con sintomas de

roya, se separaron los foliolos segiin su apariencia
(Figura 1) en las siguientes categorias:

(SH)= Foliolos donde las ptstulas no tienen una
produccién activa de uredésporas.

(B) = Foliolos con pustulas activas y crecimiento
blanquecino sobre las ureddsporas.

(H) = Foliolos con pustulas activas de tamafio
reducido.

(N) = Foliolos con piistulas inactivas y un punto
necrdtico en la parte central.

(F) = Frutos con pustulas.

Agronomia Costarricense 41(1): 19-32. ISSN:0377-9424 / 2017
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Fig. 1.

Categorias de pustulas de Kuehneola spp., en hojas y frutos clasificadas segtin su apariencia.

(SH)=foliolos donde las pustulas no tienen una produccién activa de uredésporas.
(B)=foliolos con pustulas activas y crecimiento blanquecino sobre las ureddsporas.

(H)=foliolos con pustulas activas de tamafio reducido.

(N)=foliolos con pustulas inactivas y un punto necrdtico en la parte central.

(F)=frutos con pustulas.

Aislamiento de los posibles organismos
antagonistas

El procedimiento consistié en colocar
sobre una pieza de cerdmica previamente fla-
meada el foliolo enfermo y con ayuda de un
bistur{ estéril se cortd la pistula completa. Las
secciones, asi obtenidas, se colocaron sobre una
gasa estéril, hasta formar grupos de 25 aproxima-
damente, luego la gasa se dobld y sellé con cinta
adhesiva, para proceder a la desinfeccién super-
ficial, dentro de una cdmara de flujo laminar.
Esta se realiz6 de la siguiente forma: primero se
sumergi6 la gasa con las pustulas, en un recipien-
te con alcohol etilico al 75% por 30 segundos.
Seguidamente se extrajo y se transfirié (usando
pinzas estériles) a otro recipiente con hipoclori-
to de sodio (NaOCl) al 0,5% por 60 segundos.
Finalmente, se realizaron 2 lavados consecutivos
con agua destilada estéril.

En la cdmara se utilizaron platos Petri con
el medio papa-dextrosa-agar (PDA) acidificado (2
gotas de 4cido lactico al 25% por plato) y sobre él
se colocaron 4 pustulas desinfectadas, en forma
equidistante.
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Para el procesamiento de las muestras cla-
sificadas en la categoria B se utilizé un método
de aislamiento directo. Para esto se colocaron
las muestras en refrigeracion por 24 horas para
inhibir el crecimiento de dcaros. Luego se trans-
firieron los foliolos a la cdmara de flujo laminar
dentro de una placa Petri, y mediante una jeringa
con agua destilada estéril, se colocé una gota
sobre la pustula. Seguidamente, con una asa
bacteriologica estéril se agitd el liquido sobre la
pustula y se realizé un estriado en la superficie
del medio PDA acidificado dentro de platos Petri.
Cuando el material correspondi6 a frutos, estos se
fragmentaron al separar las drupas enfermas con
ayuda de pinzas estériles. Las drupas extraidas
se colocaron sobre piezas de gasa estéril para de-
sinfectarlas y cultivarlas de la forma descrita para
las pustulas provenientes de foliolos.

Recoleccion de ureddsporas para las pruebas
de antagonismo

Previo a las pruebas de antagonismo, se
recolectaron en el campo hojas de mora con roya
en plena esporulacién para cosechar la mayor
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cantidad posible de uredésporas. Esto se hizo con
un pincel para barrer las esporas presentes sobre
las pustulas. El barrido se realizé sobre un papel
encerado, con cuidado de que en este cayera todo
el material desprendido, para luego recogerlo y
envolverlo en el mismo papel. Este se rotul y se
coloco dentro de un vial para almacenarlo a 10°C
hasta su uso.

Las hojas barridas se conservaron para
volver a cosechar mds ureddsporas. Para lograrlo
se insertaron los peciolos en una espuma floral
(oasis) humedecida, dentro de una caja plastica
mantenida en una incubadora a 15°C. Esto per-
mitié conservar el material y poder realizar de 2
a 3 recolecciones a partir de un mismo material
colectado en el campo.

Preparacion de las suspensiones de esporas
para las pruebas de antagonismo

La suspensién de conidios del hongo
a probar, se prepard con una concentracién
de 1x10° conidios por mililitro. Para esto se
tomd un plato con cultivo puro y esporulado
del antagonista a evaluar, se raspé el micelio
con una espatula metdlica estéril y se colocé el
raspado en un Beaker de 100 ml que contenia
20 ml de agua destilada estéril, a la cual se le
agregd, Tween 20 como dispersante y cefale-
xina (2,5 mg.ml') para evitar el crecimiento
de bacterias.

Con las uredésporas de Kuehneola spp., se
prepard una suspension en agua destilada estéril
mds Tween 20 y cefalexina a una concentracion
de 2x10* uredosporas por mililitro, concentracién
utilizada por Johnson y Mahaffe (2010), en ensa-
yos similares. Con el fin de remover cualquier
inhibidor natural de germinacién, se realiz6
un lavado de las ureddsporas, suspendiéndolas
primero en agua estéril y luego filtrandolas al
vacio. De las esporas recuperadas se prepard
la suspension respectiva. En todos los casos
las concentraciones de esporas por mililitro, se
determinaron con la ayuda de un hematocimetro,
segiin la metodologia propuesta por French y
Hebert (1980).

Ensayos in vitro para seleccionar los hongos
con efecto antagonista

Las pruebas fueron hechas en portaobjetos
estériles con una fina capa solidificada del medio
agar-agua (AA) en la cara superior, sobre ella se
depositd una alicuota de 25 pl de la suspension
de conidios del hongo a probar y se esparci6 con
una barra de vidrio sobre el medio. Una hora
después, se colocaron y esparcieron 25ul de la
suspension ureddsporas previamente preparada y
se esparci6 de igual forma. Las ldminas se colo-
caron dentro de una caimara humeda, conformada
por una placa Petri con papel absorbente al fondo,
humedecido con agua destilada. Como soporte
para el portaobjetos se utilizaron 2 mondadien-
tes, todos estos materiales fueron previamente
autoclavados.

Para cada hongo se realizaron 5 repeti-
ciones y 24 horas después se valoraron. En las
evaluaciones se contaron 20 ureddsporas al azar
por cada repeticion, a lo largo de toda la ldmina,
contabilizdndose las ureddsporas germinadas y
no germinadas. Se consider6 como germinada
aquella que desarroll6 un tubo germinativo igual
o mayor al didmetro de la espora.

Diseiio experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar
con 5 repeticiones por tratamiento para cada una
de las 6 evaluaciones realizadas. En cada evalua-
cién, se probaron de 2 a 3 aislamientos de hongos
y un testigo. La unidad experimental consistié
en un portaobjetos colocado en cdmara hiimeda
dentro de una placa Petri. El portaobjetos tenia
una capa fina del medio AA en su cara superior
y en el lado inferior, se hicieron 2 lineas con
marcador permanente que delimitaban un drea
de 2,5 cm?. En el centro del drea delimitada, se
coloc6 la alicuota de 25 ul de la suspension de
uredésporas y la de 25 ul con esporas del hongo a
evaluar. Para el testigo se colocaron 25 ul de agua
destilada estéril en lugar del hongo. Cada hongo
evaluado representaba un tratamiento y se hizo 5
repeticiones por tratamiento.
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Analisis estadistico

Debido a la naturaleza binomial de los
datos (uredésporas germinadas o no germinadas)
y a la realizacién de diferentes evaluaciones en el
tiempo, se procedié primero a comparar los trata-
mientos dentro de cada evaluacién mediante una
regresion logistica. Este andlisis se realizé con el
procedimiento GenMod de SAS 9,2.

Se procedié como primer paso, a obtener
la diferencia de cada hongo en cada evaluacién
con respecto a su testigo. En un segundo paso,
al resultado obtenido se le restd la diferencia del
hongo de la otra evaluacién, y se obtuvo el error
estdndar de dicha diferencia. Con esta informa-
cién se calculé un valor de Chi cuadrado y la
probabilidad respectiva que indicé si existe 0 no
diferencia entre el par de hongos de diferentes
evaluaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de los posibles organismos
antagonistas

Dentro del periodo de estudio, se lograron
aislar de las pustulas de Kuehneola spp., un total
de 11 géneros diferentes de hongos (Cuadro 2).
Estos organismos se encontraban asociados a
las pustulas en una comunidad multigenérica
donde cada participante interactud con el agente
etiologico de formas diversas. Entre la poblacién
obtenida habia una importante cantidad de hon-
gos saprofitos, patégenos de la mora, posibles
parasitos de Kuehneola spp., asi como pardasitos
que no tienen relacién con esta enfermedad, pero
que pueden competir en la colonizacién de los
tejidos del hospedero (Moricca et al. 2001).

Cuadro 2. Lista de géneros y cantidad de aislamientos fungosos, obtenida de pustulas de Kuehneola spp., por género en cada

localidad muestreada, junio 2011-junio 2012.

La Luchita ~ San Martin ~ Bajo Canet Buena Vista  Division Jardin Cedral Total
Botrytis 2 0 0 0 0 0 0 2
Cladosporium 2 2 5 0 2 1 1 13
Colletotrichum 0 1 3 0 0 0 0 4
Libertella 1 0 0 0 0 0 0 1
Macrophomina 3 0 0 0 0 0 0 3
N.LP* 0 0 0 0 0 0 1 1
Paecilomyces 0 0 0 0 0 1 0 1
Pestalotia 3 2 5 5 1 4 2 22
Phoma 0 0 0 0 0 0 1 1
Rhizoctonia 0 1 0 0 0 1 0 2
Sphaeropsis 3 0 0 0 0 0 0 3
Verticillium 1 0 0 0 0 0 0 1
Total 15 6 13 5 3 7 5 54

*N.I.P, Hongo no identificado con picnidios.
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Los organismos aislados tenfan la habi-
lidad de habitar en las pustulas producidas por
Kuehneola spp., y son representantes de una
muestra de la microflora fungosa endémica en
las plantaciones de mora de esa regién del pais.
(Chaverri 2012. Especies silvestres de Tricho-
derma con base en su historia natural y evolutiva
para el control biolégico de enfermedades de
arboles tropicales (correo electrénico). Maryland,
Estados Unidos, UMD (University of Maryland))
resalta la importancia de buscar agentes de con-
trol bioldgico en plantas dentro de su hdbitat
natural, y centros de origen, debido a que ellos se
encuentran aclimatados a las zonas de produccién
y pueden llegar a ejercer su accién antagénica
eficientemente.

Se pudieron identificar dentro de los ais-
lamientos algunos patégenos de importancia en
el cultivo de la mora como lo son Botrytis sp.,

Cantidad de individuos recolectados
o
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Fig. 2.

y Colletotrichum spp. (Castro y Cerdas 2005,
Orozco 2003). Pero ademads se aislé un grupo de
hongos constituido por varios aislamientos de
los géneros: Cladosporium spp. Verticillium sp.,
y Paecilomyces sp., los cuales se citan en la lit-
eratura como controladores bioldgicos y algunos
como potenciales antagonistas de las royas (Can-
jura et al. 2002, Moricca et al. 2001, Tsuneda y
Hiratsuka 1979).

Una clara tendencia observada en los datos
del Cuadro 2, es que los hongos predominantes
durante el periodo de estudio, fueron Pestalotia
spp., ¥ Cladosporium spp., géneros que estu-
vieron presentes en todos los puntos de muestreo,
a excepcion del género Cladosporium que no se
obtuvo en Buena Vista.

En la Figura 2 se observan los géneros
aislados segtn el tipo de pustula donde crecian
originalmente. En el grafico destaca Pestalotia
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Cantidad de géneros obtenidos de aislamientos realizados en los distintos tipos de pustulas.
(B)=pustulas activas y con crecimiento blanquecino.

(N)=pustulas inactivas con un punto necrético en la parte central.

(H)=pustulas activas de tamafio reducido.

(SH)=pustulas sin produccion activa de ureddésporas.

(F)=pustulas de frutos, junio 2011-junio 2012.
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spp., como el hongo mds frecuente en todos los
tipos de pustula. Esto puede deberse a que es un
hongo comtinmente aislado en los foliolos de las
plantas, como un habitante del filoplano. También
este género es considerado como un patégeno
débil que en forma oportunista se establece en
lesiones previas causadas por otros organismos,
por lo tanto, al estar las pustulas abiertas encuen-
tra un sitio propicio para establecerse (Mouen et
al. 2008, Espinoza y Briceio 2008, Agrios 2005
y Arauz 2011).

El otro género mds frecuente fue Clados-
porium spp., el cual fue recuperado a partir de
la mayoria de los tipos de pustula. Sin embargo,
destaca la presencia mayoritaria en las pustu-
las con crecimiento blanquecino. Es importante
seflalar, que en la poblacién aislada a partir de
este tipo de pustula, también se obtuvo otro hongo
que la literatura sefiala como antagonista de las
royas y corresponde al género Verticillium sp.,
algunas veces citado en la literatura como Leca-
nicillium sp. (Canjura et al. 2002).

El crecimiento blanquecino, que se obser-
vaba en las pustulas de Kuehneola spp., proba-
blemente es causado por el crecimiento micelial
de alguno de los hongos aislados, que se nutren
de las ureddésporas. Tsuneda y Hiratsuka (1979)
informan haber observado agallas de la roya
Endocronartium harknessii cubiertas por hon-
gos secundarios que aparentemente destruian la
superficie de los soros de la roya. Esta habilidad
de interactuar con el patégeno es una de las
caracteristicas mds importantes que se buscan en
un buen biocontrolador (Chaverri 2012).

Comparacion estacional de los aislamientos y
pruebas in vitro

En la Figura 3 se puede apreciar las fre-
cuencias con las cuales se presentd cada uno
de los aislamientos en la estacién lluviosa y la
seca. Al compararlos, se observa que en la época
Iluviosa se logré aislar mds individuos que en la
época seca. Sin embargo la diversidad de géneros

2011-junio 2012.
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recolectados fue similar entre ambos periodos
pues en la época lluviosa se aislaron 7 géneros
distintos, mientras que en la seca se llegd a 8.
El mayor nimero de aislamientos observados en
la época lluviosa correspondié a Pestalotia spp.
Esto se explica por las caracteristicas del hongo
que se comporta como un oportunista y patégeno
secundario, favorecido por las condiciones pre-
valecientes en la estacion lluviosa (Mouen et al.
2008, Espinoza y Bricefio 2008).

Para las pruebas in vitro se usaron 11 ais-
lamientos de Cladosporium spp. (Clados), uno
de Paecilomyces sp. (Paecilo), uno de Pestalotia
sp. (Pest), uno de Sphaeropsis sp. (Sphae), uno

de Libertella sp. (Liber) y uno de Phoma sp.
(Phom). Los resultados se resumen en la Figura
4 (a — f). Por lo minucioso de este trabajo y la
cantidad de observaciones bajo el microscopio
hubo necesidad de hacer las pruebas en distintos
momentos con el fin de poder probar los géneros
aislados. De estas evaluaciones se dejaron de
lado algunos aislamientos, ya sea porque eran
fitopatégenos reconocidos o porque no fue posi-
ble hacerlos producir esporas, este es el caso de
Verticillum sp., que después de varios intentos,
con el uso de distintos medios y técnicas de cul-
tivo, no esporuld in vitro.
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Fig. 4. Porcentaje de germinacion de ureddsporas de Kuehneola spp., en interaccion con distintos hongos evaluados para
determinar posibles antagonismos.
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La Figura 4a) representa los resultados de
la primera prueba donde se observa que los ais-
lamientos cladosl y clados2 fueron significativa-
mente distintos a su respectivo testigo (p=0,0239)
que mantuvieron los porcentajes de germinacién
de las uredésporas por debajo del 2%. En la
segunda prueba (Figura 4b) se observa una dismi-
nucién significativa (p=0,0151) en la germinacién
de ureddsporas con los aislamientos Clados4 y
Clados6 respecto al testigo. De ellos destaca el
aislamiento Clados4, que mantuvo consistente un
valor de 0% de germinacién en todas las repe-
ticiones. Este resultado es probable que se deba
a la acciéon combinada de varios mecanismos
responsables del antagonismo contra Kuehneola
Spp., que no permite ni siquiera la germinacién
de las ureddsporas.

En la tercera evaluacién (Figura 4c) los
aislamientos Clados7 y 8 produjeron una dis-
minucién significativa en la germinacién de las
ureddsporas (p=0,0001), al igual que los aisla-
mientos Clados9 y 10 (Figura 4d) de la cuarta
valoracién (p=0,0051). En esta tdltima evaluacion
el tratamiento Paecilo no logré disminuir la ger-
minacién a un nivel que se pudiera considerar
como significativamente distinta a su testigo. En
la quinta y sexta estimacion (Figura 4e y 4f) no
se obtuvo diferencias significativas entre trata-
mientos (p=0,3587 y p=0,1845 respectivamente).
Esto pudo ser debido a que los hongos probados
en su mayoria no son géneros conocidos como
antagonistas.

En la Figura 4 se observa que de todos
los aislamientos evaluados solo resultaron sig-
nificativamente distintos a su testigo los de
Cladosporium spp. (Cladosl, 2,4,6,7,8,9 y 10).
Este resultado coincide con lo que la literatura
sefiala para el género Cladosporium, considerado
en varios trabajos como hiperpardsito agresivo
de royas, en las cuales coloniza los distintos
tipos de esporas producidos por ellas (Sharma y
Heather 1978, Moricca et al. 2001). Resultados de
Moricca et al. (2001), indican que C. tenuissimum
inhibe el crecimiento y desarrollo de una de las
roya del pino (Cronatium flaccidum), en ensayos
realizados bajo condicién de invernadero.

Puede agregarse ademds que los aisla-
mientos de Cladosporium spp., que resultaron
significativamente distintos a sus respectivos
testigos, provienen de recolecciones realizadas
tanto de la época seca como lluviosa. Por la
frecuencia observada y la persistencia estacio-
nal, puede afirmarse que es un hongo endémi-
co y activo durante todo el aflo; caracteristicas
deseables en un controlador biolégico, bien
adaptado a las condiciones ecolédgicas de la
zona (Chaverri 2012).

Comparacion entre aislamientos de
Cladosporium spp.

Con el fin de lograr una mejor vision del
efecto antagonista entre los aislamientos que
redujeron significativamente la germinaciéon de
ureddsporas, se realizaron comparaciones entre
ellos. Para este andlisis se consideraron unica-
mente los hongos diferentes a sus respectivos
testigos, en evaluaciones distintas.

El Cuadro 3 muestra que ningtn aisla-
miento de Cladosporium spp., resultd significati-
vamente distinto (p>0,05). Esto podria deberse a
que no se contaba con los medios para identificar
las especies, por lo que se podria haber trabajado
con una o unas pocas especies. Ademds puede
deducirse que indistintamente de donde fueron
aisladas, tienen un mismo comportamiento como
antagonista de Kuehneola spp.

De todos los ensayos realizados, en
la Figura 4b se puede observar que Clados4
fue el dnico individuo que se puede separar
estadisticamente del resto de hongos con dife-
rencias significativas al testigo dentro de su
evaluacion. Del anterior andlisis se excluyé
a Cados4 ya que no cumplia con el supuesto
de homogeneidad de varianza, esto porque su
valor era 0 (Figura 4b). Sin embargo, se con-
sidera un aislamiento importante a considerar,
pues inhibié totalmente la germinacién de
uredésporas de Kuehneola spp., como varios
investigadores lo han demostrado en otras
royas (Moricca et al. 2001, Assante et al. 2004,
Tsuneda y Hiratsuka 1979).
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Cuadro 3. Comparacién de los hongos analizados como posibles antagonistas de Kuehneola spp., con diferencias estadisticas
respecto a sus respectivos testigos. Los datos muestran la probabilidad.

Cladosl Clados2 Clados6 Clados7 Clados8 Clados9 Clados10

Cladosl
Clados2
Clados6
Clados7
Clados8
Clados9
Clados10

Evidencias microscépicas del antagonismo spp., durante el proceso de germinacion. En los
entre Cladosporium spp., y Kuehneola spp. conteos se logré observar grupos de ureddsporas

En la Figura 5 se presentan algunas de las sin germinar rodeadas por hifas de Cladosporium

imégenes obtenidas cuando Cladosporium spp.,  SPp- (Figura 5a). También hifas de Cladosporium
interactué con las uredésporas de Kuehneola spp., que estaban en contacto y en algunos casos

a)  Grupo de uredésporas sin germinar rodeadas de hifas de Cladosporium spp., con la pared celular aparentemente danada
y sin el contenido celular normalmente visible.

b)  Hifa de Cladosporium spp., atravesando una uredéspora.

c¢)  Conidio de Cladosporium spp., que germina hacia la uredéspora y entra en contacto con ella.

Fig. 5. Uredésporas de Kuehneola spp., interactuando con conidios de Cladosporium spp.
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atravesaban las ureddsporas (Figura 5b y 5c). De
igual forma, fue comin encontrar ureddsporas
con la pared celular aparentemente dafiada y con
lisis del contenido celular normalmente visible.

En estudios similares al realizado en esta
oportunidad, Moricca et al. (2001) y Assante
et al. (2004) observaron cémo Cladosporium
tenuissimum hiperparasitaba las royas C. flacci-
dum (pino) y Uromyces appendiculatus (frijol).
Dentro de las observaciones bajo el microscopio
realizadas por estos autores, ellos destacaron gru-
pos de esporas sin germinar en donde C. tenuis-
simum habfa crecido vigorosamente. También
observaron cémo, al germinar los conidios de C.
tenuissimum, algunos tendian a dirigirse hacia la
espora de la roya y a adherirse a esta (en algunos
casos) para penetrar y emerger por otro lado.

En otro estudio Tsuneda y Hiratsuka (1979)
comprobaron que C. gallicola es un micoparasito
altamente destructivo de la roya Endocronartium
harknessii (pino). En este caso, el parasitismo
ocurria tanto por el contacto de las hifas de C.
gallicola con las esporas de la roya como por
el contacto y penetracién de estas. En muchos
casos se observo que se destruia la membrana del
propagulo de la roya, al estar en contacto con las
hifas del pardsito y eventualmente se desaparecia
el citoplasma de la espora. Las observaciones
visuales determinadas en este estudio, constitu-
yen una evidencia mas del efecto antagonista que
el andlisis estadistico mostrd, indistintamente de
la o las especies involucradas.

Al observar y realizar los conteos de
las ureddsporas de Kuehneola spp., se lograron
apreciar ciertas similitudes con las observaciones
de Moricca et al. (2001), Assante et al. (2004) y
Tsuneda y Hiratsuka (1979) lo que constituye una
evidencia de la asociacion parasitica entre los dis-
tintos aislamientos de Cladosporium spp., sobre
Kuehneola spp. La informacién obtenida en este
trabajo, indica el potencial que tiene el género
Cladosporium para usarse en el combate biol6-
gico de la roya de la mora y constituye el primer
informe generado en Costa Rica de ese hongo
como antagonista de Kuehneola spp., por lo que
serd necesario indagar mds y realizar pruebas in

vivo, pues no siempre la capacidad antagénica in
vitro corresponde a un comportamiento igual en
el campo (Cundom et al. 1999).
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