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RESUMEN: El objetivo del presente trabajo fue la revision de diferentes aspectos relacionados con los endofitos de origen
fangico, con énfasis en sus funciones (en especial las relacionadas con la proteccion vegetal). Se detallan el concepto general
de endofito, su clasificacion, los procedimientos generales para su aislamiento, caracterizacion y conservacion. Se nombran y
explican algunas de sus funciones mas importantes y se describen ejemplos de sus funciones en la proteccion de las plantas,
asi como de casos de la aplicacion mixta con otros enddfitos o con otros controles bioldgicos con funcion de depredador o
parasitoide y riesgos de su aplicacion.

Palabras clave: aislamiento de hongos, colonizacion endofitica, inoculaciones mixtas, manejo integrado de plagas,
proteccion vegetal.

ABSTRACT: The objective of this work was to review different issues related to endophytes of fungal origin, with emphasis
on their functions (especially those related to plant protection). In this paper, the general concept of endophyte, its
classification, general procedures for its isolation, characterization and conservation are detailed. Some of its most important
functions are mentioned and explained, and examples of its functions in plant protection including the risk of their
application, are described, and so are the cases of mixed application with other endophytes or with other biological controls

with predator or parasitoid function.
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INTRODUCCION

Las plantas se encuentran en continuo contacto con
otros organismos. Bajo condiciones naturales, ellas in-
teractian, ademas, con un gran niimero de organismos
nocivos, los que son, potencialmente, una de las cau-
sas de las pérdidas en los rendimientos en las plantas
cultivadas (1).

Hasta la fecha, una parte importante de la protec-
cion de cultivos se enfoca en los productos de sintesis
quimica (plaguicidas). La aplicacion de estos produc-
tos trae consigo dafios ambientales, elevados costos
econdomicos y efectos adversos en la salud del ecosis-
tema, en general. Aunque se hacen grandes esfuerzos
en la bisqueda de alternativas menos agresivas para
el ambiente, las soluciones hasta ahora planteadas en
algunos casos resultan ser controversiales. Sin embar-
go, puede que la respuesta se haya estado gestando por
siglos de forma natural, a partir de las interacciones
entre organismos, tal es el caso de los hongos endofi-
tos (HE).

El uso estratégico de organismos naturales para
controlar poblaciones de plagas e incrementar la pro-
duccion de los principales cultivos representa una op-

cién viable para aumentar la resistencia de las plantas
hospedantes y el control de plagas, en comparacion
con el método basado en el uso de plaguicidas sintéti-
cos (2).

Los endofitos se definen como microorganismos
(hongos, bacterias) que colonizan los tejidos internos
vivos de las plantas sin causar efecto negativo inme-
diato (3). En los ultimos afios se describieron nuevas
funciones de los HE en la naturaleza mas alla de la
regulacion de poblaciones de artropodos, en particular
las relacionadas con sus sorprendentes asociaciones
con las plantas, de las que emanan nuevas estrategias,
no solo para la proteccion de cultivos, sino incluso
para la produccion vegetal (4). Actualmente, una parte
sustancial de la investigacion sobre microorganismos
endofitos se centra en los métodos de aislamiento, la
biodiversidad, los metabolitos secundarios y, especial-
mente, los mecanismos de interaccion entre el endofi-
to y el hospedante (3).

El objetivo del presente trabajo fue la revision de
diferentes aspectos relacionados con los endofitos de
origen fungico, con énfasis en sus funciones (en es-
pecial las relacionadas con la proteccion vegetal), su
aislamiento, caracterizacion y riesgos de su aplicacion.
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PARTE PRINCIPAL

Numerosos autores coinciden en que el término en-
dofito se introdujo originalmente por De Bary en 1866
(5, 6,7). Este autor, en su concepto de endofito, se
refiere a “cualquier organismo que se encuentre dentro
de los tejidos vegetales, distinto de las epifitas que
viven en la superficie de las plantas™. Esta definicion
se reviso posteriormente y se especificaron diferentes
aspectos. Carroll en 1986 definid a los end6fitos como
mutualistas que colonizan partes aéreas de tejidos ve-
getales vivos y no causan sintomas de enfermedad, de
los cuales se excluyen los hongos patdogenos y mico-
rrizicos (8).

En 1991, Petrini propuso incluir a todos los organis-
mos que habitan los d6rganos de las plantas que, en
algun momento de su vida, pueden colonizar los teji-
dos internos de las plantas sin causar un dafio aparente
al hospedante. De ahi que, los patégenos latentes que
viven sin sintomas dentro de los tejidos de la planta y
que tienen una fase epifita en su ciclo de vida, también
son endofitos (8).

Segiin Azevedo y Araujo (9), “las micorrizas son
endofitas, pero de un tipo especial que produce es-
tructuras externas a partir de las plantas hospedantes.
Los microorganismos endofiticos se pueden dividir en
dos grupos: los que no generan estructuras externas
del hospedador (grupo I) y los que son capaces de
desarrollar estructuras externas (grupo II), como los
nodulos de bacterias fijadoras de N, y hongos micorri-
zicos”. No obstante, de forma general los estudios que
tratan del tema refieren a la definicion dada por Petri-
ni, al parecer, como la mas aceptada (3,5,6,7,8,10).

En este articulo se hara referencia a los hongos
endofiticos (HE). Dentro del concepto de HE también
se apunta su naturaleza como simbiontes y mutualistas
omnipresentes (10,11). Estan presentes en todas las
especies de plantas examinadas y se estima que hay
alrededor de un millén de hongos endofiticos (7). Los
microorganismos endofiticos pueden o no crecer en
medios de cultivo, es decir, pueden o no cultivarse (9).

Diversidad y Clasificaciéon

Seglin Saucedo-Garcia et al. (12), el conocimiento
de la diversidad de los HE se relaciona con las técni-
cas microbiologicas utilizadas para su deteccion. Estos
autores plantearon que los procedimientos basados en
técnicas de cultivo tradicionales (desinfeccion del teji-
do vegetal y siembra en placas Petri, contentivas en
medios de cultivo), no incluyen, por ejemplo, a los
biodtrofos obligados y a especies que solo forman mi-
celios estériles, lo cual imposibilita su identificacion
taxonomica. La aplicacion de técnicas moleculares
hace mas factible una identificacion mas real de la
diversidad existente, asi como de aspectos relaciona-
dos con su ubicacion en los tejidos del hospedante y
su fluctuacion. Esta aproximacion ha brindado nuevos
elementos en diferentes estudios.

Dreyfuss y Chapela, citados por Kumar y Hyde
(13), estimaron que los HE de las 270 000 especies de
plantas que existen en este planeta, podrian represen-
tar 1,38x10° especies fungicas {inicas. La enormidad
de esta estimacion se debe al hecho de que, de todas
las especies de plantas examinadas hasta la fecha,
se han detectado endodfitos y, por otro lado, que la
composicion y la frecuencia de especies endofitas de-
pendian del tipo de tejido, lo que sugiere que puedan
encontrarse mas de una especie endofita en un o6rgano
vegetal (13).

Estudios llevados a cabo por Macaya-Sanz et al. en
2017 (14), mediante técnicas metagendmicas, apunta-
ron a que los hongos endofitos desempeiian diferentes
funciones en las especies forestales. Sus resultados
evidenciaron que la composicion de la flora endofita
varié considerablemente entre distintos hospedantes
de la misma especie (Ulmus minor Mill.). Esta varia-
cion tuvo cierta relacion con la tolerancia del arbol
a la enfermedad de la grafiosis. A su vez, plantearon
que la composicion endofitica en eucalipto varié con
el tiempo durante el proceso de degradacion de la
madera. Esta variacion parece guardar una estrecha
relacion con la capacidad de las diferentes cepas pa-
ra degradar los componentes de la madera, y para
soportar los metabolitos potencialmente fungitéxicos
presentes en ella. Este comportamiento evidencia que
los HE no solo tienen funciones ecologicas relevantes
cuando habitan en la planta viva, sino que una vez
que esta o alguno de sus organos muere, diferentes
taxones de endofitos actian de manera secuencial, y
posiblemente complementaria, en la descomposicion
de los principales componentes de la madera. También
observaron que los genotipos de olmos mas suscepti-
bles presentaron una menor riqueza de endofitos que
los genotipos de tolerancia intermedia o alta.

Saucedo-Garcia et al. (12) estudiaron la presencia
y diversidad de HE en diferentes sistemas agroforesta-
les del cafeto. Aunque no se encontré un patrén con-
sistente de similitud comunitaria entre los diferentes
sistemas agroforestales del cultivo, observaron que las
plantaciones rasticas compartieron el mayor niimero
de morfoespecies. Finalmente, sugirieron que la abun-
dancia, riqueza, diversidad y comunidades de endofi-
tos pudieron estar influenciadas, predominantemente,
por la region cafetalera y, en menor medida, por el
sistema agroforestal.

Por su parte, Wilberforcea et al. (15), en sus inves-
tigaciones, eligieron tres sitios de pastizales de carac-
teristicas fisicas similares, pero con historiales de ma-
nejo diferentes. Estos autores concluyeron que las co-
munidades diferian en campos de manejo contrastante.
La presencia y la ausencia de especies parecio afec-
tarse estacionalmente; las diferencias en los sitios se
manifestaron en abundancia relativa. Las comunidades
presentes en los sitios fueron separables, en funcion
de la identidad y abundancia de taxones existentes en
los sistemas de raices de los pastizales, especialmente
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al final del verano y principios del otofio. Si bien la
causa pudo ser mas dificil de probar, se demostro de
manera concluyente que el contenido de Nitrogeno del
suelo puede ser un mecanismo por el cual el manejo
afecta a los hongos colonizadores de raices.

Finalmente, los endofitos aislados del mismo hos-
pedante pueden variar, dependiendo de la region en
que este se encuentre (temperatura, elevacion, precipi-
tacion, humedad relativa, entre otros), el tipo de vege-
tacion, el tipo del tejido vegetal de donde se tome la
muestra (hojas, raquis, venas, tallos, raices) y su edad
(Arnold et al citados por Gomez (16).

Por lo tanto, es de suponer que, ante tanta diversi-
dad, se imponga una clasificacion no menos compleja.
De forma mas simplificada y resumida, se reconocen
dos grupos principales de HE: los endofiticos clavici-
pitaceos (cominmente conocidos también como C -
endofitos) y los no clavicipitaceos (NC - endofitos).
Tomando como base los articulos de Rodriguez et al.
(17), Ruby Erach et al. (18) y Sanchez Fernandez et
al. (19), las caracteristicas mas importantes de cada
clase pudieran enunciarse como sigue a continuacion:

1. Los endofitos clavicipetaceos (clase I) representan
un pequeiio nimero de especies relacionadas filo-
genéticamente y se limitan a algunos pastos de
estacion fria y calida, con una gama reducida de
hospedantes. Su transmision es principalmente ver-
tical, o sea, las plantas maternas transmiten hongos
a la descendencia a través de infecciones de semi-
llas. Los beneficios conferidos por estos hongos
parecen depender de la especie del hospedante, el
genotipo del mismo y las condiciones ambientales.
Estos endoéfitos son miembros del grupo de los cla-
vicipitaceos, ubicados en el Reino Fungi, Division
Ascomycota, Clase Sordariomycetes, Orden Hypo-
creales, Familia Clavicipitaceae. Géneros: entre los
teleomorfos: Epichlée spp., Balancia sp., Claviceps
spp., Cordyceps spp, entre otros, y los anamor-
fos Metarhizium spp., Beauveria spp., Pochonia
chlamydosporia, Neotyphodium spp. y otros.

2. Los endofitos no clavicipitaceos (clase II), por
su parte, se distribuyen en tres clases segln
sus patrones de colonizacion del hospedante,
mecanismo de transmision, biodiversidad y fun-
ciéon biologica. Pertenecen a un amplio grupo
de hongos conocidos como anamorfos, conidia-
les o imperfectos, los cuales son poco defini-
dos taxonomicamente debido a que se descono-
ce su reproduccion sexual. Los géneros represen-
tativos son Alternaria, Arthrobotrys, Aspergillus,
Cladosporium, Colletotrichum, Coprinellus,
Curvularia, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium,
Phanerochaete y Phoma, entre otros.

a. Clase II: La diversidad de estos endofitos en
plantas hospedantes individuales es bastante li-
mitada. Pueden crecer en los tejidos, tanto su-
perficial como internamente. Comprende una di-

versidad de especies, todas las cuales son miem-
bros de las divisiones Ascomycota o Basidiomy-
cota. Tienen la capacidad de conferir tolerancia
al estrés especifico del habitat a las plantas hos-
pedantes. Su transmision es vertical y horizon-
tal.

b. Clase III: se distinguen sobre la base de su
aparicion y transmision horizontal. Esto incluye
plantas vasculares, no vasculares, angiospermas
lefiosas y herbaceas en bosques tropicales y co-
munidades antarticas. Son especialmente cono-
cidos por su gran diversidad dentro de los teji-
dos, plantas y poblaciones individuales del hos-
pedante y estan restringidos a tejidos por encima
del suelo. Su transmision es horizontal.

c. Clase IV: se caracterizan por poseer tabiques
y formar estructuras melanizadas como hifas
inter ¢ intracelulares y microesclerocios en las
raices. La diversidad en esta clase no esta sufi-
cientemente evaluada. Generalmente son hongos
ascomicetos. Esta clase de endofitos se encuen-
tra en plantas hospedadoras de los ecosistemas
antartico, artico, alpino, subalpino, templado y
tropical. También son capaces de una coloniza-
cion extensa de los tejidos. Su transmision es
horizontal.

Estos aspectos pueden ser analizados en algunos
articulos de revisién que a los autores de este traba-
jo les gustaria recomendar, debido a la profundidad
con que abordan el tema. Entre ellos se encuentran
los articulos presentados por: Rodriguez et al. (17) y
Sanchez Fernandez et al. (19). En el primero de los
articulos mencionados, se resumen en una tabla las
principales caracteristicas de las diferentes clases de
HE, sobre la base de criterios simbidticos como son
la gama de hospedantes, el tejido colonizado, las colo-
nizacion y biodiversidad en la planta, la transmision
y los beneficios. También se exponen en cada una de
las clases aspectos de gran interés como los origenes
evolutivos, el impacto en el hospedante, el efecto en
la resistencia/susceptibilidad de las plantas, los costos
de la simbiosis y la funcién en la ecofisiologia vegetal.
En el segundo, ademas de tratar aspectos de la clasifi-
cacion, se enfatiza en el uso potencial de metabolitos
secundarios en la agricultura y la medicina.

Trasmision, especificidad y factores que influyen en
la colonizacion

Los endofitos fingicos pueden presentar diferencias
en los patrones de colonizacion y forma de transmi-
sion a sus hospedantes. Generalmente, las especies
que colonizan pastos son endofitos sistémicos, y sue-
len encontrarse también en las semillas, por lo que
son transmitidos de modo vertical. Es comin que los
endofitos no sistémicos, de crecimiento inter e intrace-
lular, sean transmitidos de una planta a otra, de modo
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horizontal (16), a través de la dispersion de las esporas
por polinizadores, fitofagos, viento, agua.

Las comunidades de HE pueden ser divididas, a su
vez, en dos grupos principales: especificas (presentes
en baja abundancia en un hospedero determinado) y
de amplio espectro (encontrados en alta abundancia en
diferentes especies vegetales). Los estudios mostraron
que las plantas tropicales albergan gran diversidad de
hongos de distribucion especifica (16).

La especificidad de los endofitos puede alcanzar
hasta el nivel de un tejido particular del hospedante.
Por ejemplo, especies de Neotyphodium coenophialum
(Morgan-Jones & W. Gams) Glenn, C.W. Bacon
& Hanlin tienen como Unico hospedero a Festuca
arundinacea (Schreb.) Celak., mientras que, su estado
sexual Epichloé festucae Leuchtm., Schardl y MR Sie-
gel, tiende a colonizar Lolium perenne L. y a contadas
especies del género Festuca (20,21).

En estudios se detect6 un alto grado de especifici-
dad por 6rganos o partes particulares de las plantas co-
mo raiz, hoja, corteza (22). Sin embargo, en orquideas
epifitas y plantas leflosas no se encontraron evidencias
de especificidad (23). Segin Suryanarayanan et al.
(24), esta variacion indica que los endofitos con una
amplia gama de hospederos desarrollaron, a través del
tiempo, diversos tipos de adaptaciones para contrarres-
tar los mecanismos de defensa de sus hospederos.

Los principales factores que pueden regular la colo-
nizacion microbiana incluyen el genotipo de la plan-
ta, la etapa de crecimiento, el estado fisiologico, el
tipo de tejidos vegetales, la competencia microbiana,
algunas condiciones ambientales del suelo, asi como
algunas practicas agricolas (25).

Otro aspecto interesante es la combinacion de facto-
res como la dosis y el método de aplicacion o inocu-
lacion. Tales factores son muy importantes al seleccio-
nar la cepa fungica, ya que determinaran no solo el
porcentaje de colonizacion en la planta, sino también
la capacidad de persistir en el ambiente durante un pe-
riodo de tiempo deseable, sin que produzca un efecto
perjudicial para la salud o el medio ambiente (26).

Algunos estudios mostraron que el grado de coloni-
zacion de los diferentes tejidos y 6rganos de la planta
y su persistencia en el tiempo varian segun el cultivo
y la cepa de HE, pudiendo existir Uinicamente una
colonizacion transitoria o llegar a transmitirse vertical-
mente y encontrarse en la semilla (27).

Wheatley et al. (28) plantearon que, debido a que la
colonizacion de los ovarios por el endofito se produce
durante la diferenciacion floral, un estrés en este esta-
dio podria afectar tanto la fecundidad de las plantas
como la proporcion de semillas simbiodticas. También
podria modificar la longevidad y su efecto en las semi-
llas. Recientemente, se ha sugerido que el nivel de las
especies reactivas de oxigeno tiene una funciéon im-
portante en la regulacion de la interaccion simbidtica
pastos-endofito (29). Se plantea que una mayor carga
de antioxidantes en las plantas simbidticas podria ser

el mecanismo responsable de esta regulacion y de la
mayor tolerancia al estrés abidtico (30).

El aumento de la concentracion de ozono en la
troposfera afecta la persistencia de la simbiosis pas-
to-endofito, con los efectos mas criticos en la etapa
reproductiva de la planta. Se observo que la simbiosis
con endofitos afectd negativamente la longevidad de
las semillas, y la mayor tasa de pérdida de viabilidad
del endofito con relacion a las semillas (31).

En otra investigacion se examiné la influencia de
la edad de las plantulas en el éxito de la colonizacion
endofitica de tres cepas de Beauveria bassiana (Balsa-
mo) Vuill (BB Fafu-12, BB Fafu-13 y BB Fafu-16)
y una cepa de Metarhizium anisopliae (Metschn.) So-
rokin (MA Fafu-1) en plantas de Citrus limon (L.)
Osbeck. El porcentaje mas alto de recuperacion de
hongos endofiticos se registro en las plantulas de tres
meses de edad, respecto a las de cuatro y seis meses,
donde los micelios fingicos inoculados se reaislaron
con éxito en el 65,6 % de los tejidos de hojas y tallos
recién desarrollados sin tratar (26).

Se han utilizado varios métodos y protocolos expe-
rimentales para inocular artificialmente HE en plantas
de cultivo. Estos métodos pueden ser: rociar hojas con
suspension de conidios, remojar semillas en suspen-
sion de conidios, inyectar indculo de hongos (conidios
y/micelio) en los tallos, (d) sumergir las raices de las
plantulas en suspension de conidios, y (e) empapar
el suelo con suspension de conidios. En una revision
del tema realizada por Spiridon y Eliopolus en el afio
2020 (32), se analizaron las ventajas y desventajas
de cada uno de estos métodos y se presentaron los
resultados mas exitosos.

Aislamiento

En el analisis de la diversidad de endofitos, las téc-
nicas tradicionales, como los métodos dependientes
del cultivo, se utilizaron de forma rutinaria en los estu-
dios iniciales. No obstante, actualmente se conoce que
estas metodologias limitaron nuevos descubrimientos
debido a que algunos hongos no son cultivables. Las
técnicas moleculares, como los métodos de secuencia-
cion y huellas de ADN, se utilizan con éxito en la
deteccion e identificacion de HE. Sin embargo, las
técnicas tradicionales siguen aplicandose, no solo co-
mo una primera aproximacion, sino para la aplicacion
practica de estos.

Dentro de las técnicas basicas o tradicionales se
reconocen, de forma general, la observacion directa
y los métodos dependientes del cultivo. La primera
se basa en la observacion bajo microscopio Optico
o electronico de preparaciones de los tejidos de las
muestras supuestamente colonizadas por HE. Segun
Ramesh Maheshwari (33), el requisito minimo antes
de que un hongo se denomine "endofito" deberia ser
la demostracion de sus hifas en el tejido vivo. Este
autor cita los trabajos de Sathe y Raghukumar, quienes
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utilizaron una técnica de blanqueamiento y tincion pa-
ra demostrar hifas intracelulares en pastos marinos y
esta técnica puede ser de aplicacion general. En este
caso solo se observan estructuras hifales, por lo que no
es posible su uso con fines taxonémicos, para lo cual
se requiere la observacion de esporas (8). Los endofi-
tos facultativos ofrecerian el mayor problema. Pueden
ser oportunistas y se vuelven biotroficos bajo ciertas
condiciones ambientales. Ambos tipos son desafiantes
debido a sus interacciones con la planta, las modifica-
ciones del crecimiento de la planta, sus capacidades
biosintéticas e implicaciones evolutivas (33).

Por estas razones, se utilizan mas los métodos de-
pendientes de la siembra en medios de cultivo sin-
téticos, especialmente para estudios de diversidad y
con pretensiones de aislamiento para la realizacion de
otros estudios de caracterizacion cultural, morfofisio-
logica, molecular, patogénica (si se trata de ACB),
dinamica de poblaciones, o como inoculos para su
aplicacion directa o para la deteccion de nuevos meta-
bolitos secundarios bioldégicamente activos, tutiles en
la salud humana, animal o vegetal.

De forma general, en los métodos que implican la
siembra en medios de cultivo, los tejidos de las plantas
se someten a un paso de desinfeccion de las superfi-
cies. Este paso consta de varias fases (6,8,33,34,35)
que incluyen:

1. El lavado cuidadoso con agua corriente, para eli-
minar particulas de suelo, restos vegetales y otros
epifitos.

2. La desinfeccion con soluciones para eliminar a
otros microorganismos presentes en la superficie
del hospedante. El tiempo y tipo de desinfectantes
requeridos para eliminar los microorganismos de la
superficie vegetal depende, en gran parte, de la es-
pecie y tejido de la planta. Algunas de las solucio-
nes utilizadas para la desinfeccion son el cloruro de
mercurio (0,1 % p/v), diferentes concentraciones de
etanol (70 %, 90 %) durante unos pocos segundos
a minutos (30 segundos a 1 min) e hipoclorito de
sodio (1- 4 %) durante 2-3 minutos, dependiendo
del tipo de material vegetal. Finalmente, se realizan
varios lavados con agua destilada estéril.

3. Siembra de fragmentos miceliares crecidos a partir
de los tejidos anteriormente desinfectados, en pla-
cas contentivas con medio agar nutritivo, PDA es-
tandar (agar papa dextrosa), MEA (agar extracto de
malta), YEA (agar extracto de levadura), asi como
medios minimos con tejido o extracto vegetal, o en
algunos casos medios semiselectivos. En ocasiones
se afiaden al medio algunos antibidticos para las
bacterias (100 pg/ml de estreptomicina, ampicilina,
tetraciclina o cloranfenicol). Se recomienda que el
medio de cultivo debe contener fuentes de carbono
y de nitrogeno, asi como que el pH sea ligeramen-
te acido, para mejorar el crecimiento del hongo e
inhibir el desarrollo de microorganismos oportunis-

tas (bacterias) y una temperatura de incubacion de
25-30°C (33).

4. Obtencion de colonias puras de los aislados endofi-

tos, a partir de cultivos monosporicos.

5. Identificacion de los HE seglin las caracteristicas

morfologicas de los cultivos descritas para cada gé-
nero en las claves taxondémicas y su confirmacion
por otras técnicas, por ejemplo, moleculares,

En la practica, se puede suponer que los aislamien-
tos son endofitos cuando se confirma la esterilizacion
total de la superficie, es decir, no hay crecimiento de
hongos al imprimir los tejidos vegetales esterilizados,
o alicuotas de cultivo del agua del ultimo enjuague, en
la superficie de los medios nutritivos (8,33).

Una vez obtenidos los cultivos puros se debe proce-
der a la conservacion, la cual puede efectuarse a través
de la criopreservacion, congelacion, liofilizacion y ul-
tracongelacion; asimismo, mediante la inoculacion de
suspension de esporas de los aislados en viales con
arena, esferas de alginato, silicagel o suelo desecado,
o cultivos en cufias de agar (tubos de ensayo y/o ep-
pendorf), en aceite de parafina, tejidos del hospedante
secos, glicerol (25 %) y agua destilada estéril (36 ).

Es importante tener en cuenta que la variacion en
el ambiente de crecimiento puede tener impactos sig-
nificativos en la cantidad y diversidad de metabolitos
secundarios de hongos. En el entorno industrial, la
optimizacion de las condiciones de cultivo puede con-
ducir a un aumento significativo de la produccion de
un compuesto de interés. Dicha optimizacion se con-
vierte en un desafio en una situacion de deteccion de
descubrimiento de farmacos, ya que las condiciones
ideales para un organismo pueden inducir una diversi-
dad metabdlica deficiente para un organismo diferente
37).

Caracterizacion

Tradicionalmente, la taxonomia de los hongos se
basa en el andlisis de los caracteres morfologicos de
las estructuras de reproduccion. Sin embargo, para una
alta proporcion de HE resulta dificil su identificacion
mediante tales criterios, debido a que muchos de los
aislados en el laboratorio permanecen en forma mice-
lial, sin esporular en los medios de cultivos utilizados
rutinariamente.

La morfologia de las estructuras de reproduccion
(esporas y/o conidios, conidi6foros, células conididge-
nas, cuerpos fructiferos, etc.) y la apariencia de las
colonias en el medio de cultivo son caracteres que
ayudan a definir los taxones fungicos de los HE. Te-
niendo en cuenta estos aspectos es comprensible que
el trabajo taxondmico morfoldgico requiere de amplia
y solida experiencia.

En las ultimas décadas, con la estandarizacion, de-
sarrollo y aplicacion de diferentes técnicas molecula-
res, esta tarea se ha simplificado, especialmente cuan-
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do los HE aislados no presenten estructuras de repro-
duccion. Para estudios filogenéticos, diversos marca-
dores se aplican como son los genes 18S, 28S, C0/
(Citocromo C Oxidasa subunidad 1 del ADN mitocon-
drial), tub2 (B-tubulina 2) y las regiones ITS (Espa-
ciador interno de transcrito) y 7ef! (Factor de elonga-
cion), entre otros (21,38).

La secuenciacion del genoma, gendmica compara-
tiva, microarrays, secuenciacion de proxima genera-
cioén, metagendmica, metatranscriptomica y un método
computacional adecuado, son algunas de las técnicas
que se pueden utilizar para desentrafiar la relacion
planta-endofito, y para mejorar la gestion agricola de
estos en términos de promocion del crecimiento vege-
tal, biocontrol y biorremediacion (39,40).

La sefializacion de un endoéfito con la planta y con
otros endofitos coexistentes se puede rastrear y cuanti-
ficar para una caracterizacion integral de su asociacion
mutualista. Estas técnicas proporcionan una compren-
sion integral de las interacciones moleculares endofi-
ticas y transduccion de sefiales, expresion de genes
entre especies y activacion/desactivacion de las casca-
das de genes requeridas que conducen a la produccion
sostenida de un compuesto de interés (41, 42).

No obstante, uno de los principales problemas para
lograr este objetivo es el desafio técnico de como
separar el ADN del HE del de la planta. Este ulti-
mo es la mayoria de las veces dominante respecto
al del endofitico, lo que dificulta el aislamiento y la
secuenciacion del metagenoma endofito en una cober-
tura alta. Ayomide y Oluranti, (2020) (40), plantearon
que para la extraccion de ADN comunmente se usan
kits comerciales que tienen aproximadamente 95 %
de aceptacion entre todos los demas métodos relacio-
nados. El método basado en bromuro de cetiltrimetil
amonio (CTAB) también se utiliza para la extraccion
de ADN. En términos de produccion y aceptabilidad
de kits comerciales, MoBio Laboratories, Qiagen, EE.
UU. y Macherey Nagel, Alemania, son empresas lide-
res segun la evaluacion realizada por estos autores.

En un estudio de la simbiosis entre los pastos de
estacion fria y hongos de la familia Clavicipitaceae
(L. perenne y el hongo biotrofico E. festucae), a partir
del analisis del transcriptoma de la planta, se revelaron
cambios dramaticos en la expresion de los genes del
hospedante involucrados en la defensa de patdgenos,
la activacion de transposones y la biosintesis y res-
puesta de hormonas. Ademas, se destaco lo finamente
sintonizadas que estan las asociaciones pasto-endofito
y como la interferencia con las vias de sefializacion in-
volucradas en el mantenimiento de estas asociaciones
puede desencadenar un cambio de interaccion mutua-
lista a patdgena (29).

Muhammad Wagqas et al. (43) encontraron que la
aplicacion y asociacion endofitica de Penicillium sp.
y Phoma glomerata (Corda) Wollenw y Hochapfel
con plantas de pepino aumentaron significativamente
la biomasa de la planta y los indicadores de crecimien-

to relacionados en condiciones de estrés salino y por
sequia, inducidos por cloruro de sodio y polietilengli-
col, respectivamente, en comparacion con las plantas
de control. La simbiosis endofitica (Penicillium sp. y
P. glomerata) resultd en una asimilacion significativa-
mente mayor de nutrientes esenciales como potasio,
calcio y magnesio, y redujo la toxicidad del sodio
en comparacion con las plantas de control durante el
estrés por salinidad. En este caso, debido a los analisis
bioquimicos y moleculares, se pudo determinar que
dicho estrés se mitigo por las actividades de catalasa,
peroxidasa y polifenol oxidasa, las cuales se redujeron
significativamente en plantas endofitas, en compara-
cion con las plantas control. Estas enzimas ayudan
a las plantas a eliminar el H,0, de las mitocondrias
y a regular las respuestas al estrés. En condiciones
de estrés, la infeccion con estos endofitos modulo sig-
nificativamente el estrés a través de acido abscisico
regulado para una sintesis reducida, acido jasmonico
alterado y contenidos elevados de acido salicilico en
comparacion con el control. Finalmente, se concluyd
que los dos endoéfitos reprogramaron significativamen-
te el crecimiento de las plantas hospedantes durante
condiciones de estrés.

Seleccion

Si el objetivo de la seleccion es la obtencion de
cepas promisorias de HE como ACB, como un primer
paso se ejecutan ensayos in vitro, los cuales ofrecen
conocimiento importante sobre la actividad y el espec-
tro de accion de estos hongos. Para evaluar la capaci-
dad de producir el efecto antifungico de los HE, con
frecuencia se desarrolla el ensayo de cultivo dual, que
posibilita seleccionar hongos con propiedades antago-
nistas hacia otros hongos fitopatogenos. A través de
este ensayo se determinan los mecanismos de accion
del HE antagonista (antibiosis, competencia por espa-
cio o nutrientes y el micoparasitismo,). Una vez se-
leccionadas las cepas promisorias, es necesario pasar
al nivel experimental en condiciones de invernadero,
antes de disefiar los experimentos de campo, cuyos
resultados definen finalmente la aceptaciéon practica
del ACB.

Otros aspectos a tener en cuenta al seleccionar una
cepa de HE como ACB son los siguientes:

1. La cepa seleccionada debe tener una elevada capa-
cidad de colonizacion y reproduccion en los tejidos
internos después de su inoculacion en las plantas,
ya que una poblacion que declina rapidamente tiene
una baja capacidad competitiva con la microflora
presente en la planta.

2. Debe tener capacidad de reducir o suprimir eficien-
temente la poblacion de la plaga.

3. Debe tener la capacidad de reproducirse abundan-
temente en condiciones in vitro para asegurar su
reproduccion y conservacion a nivel comercial.
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Para seleccionar cepas promisorias, como fuentes
de productos naturales utiles y novedosos para el hom-
bre, se han seguido diversas estrategias. Entre estas
se pueden mencionar: a) aislamiento de microorganis-
mos (endofitos, epifitos, saprofitos) que se encuentren
relacionados con plantas utilizadas en la medicina tra-
dicional o que presenten informes previos de actividad
biologica; b) busqueda de organismos microbianos
en ambientes extremos o de gran biodiversidad; c)
modificacion de los parametros de cultivo in vitro:
composicion del medio de cultivo, pH, aireacion, foto-
periodo, temperatura; d) uso de elicitores o agentes
modificadores epigenéticos para modular la expresion
génica (44); e) el co-cultivo de microorganismos en un
mismo ambiente, entre otras. Los co-cultivos o culti-
vos duales pueden realizarse tanto en medios liquidos
como en so6lidos, aunque los primeros son mas utiliza-
dos. No obstante, Bertrand et al. (45) informaron el
estudio de las zonas de confrontacion en co-cultivos
fungicos en medio solido, como un método exitoso
para la induccion de nuevos compuestos. Las interac-
ciones en estos cultivos duales pueden conducir a la
activacion de mecanismos regulatorios complejos, que
resultan en la generacion de productos naturales nue-
vos y de gran diversidad estructural.

Si el aspecto de interés para la seleccion es la colo-
nizacion de la planta hospedante, se debe analizar este
comportamiento en condiciones semicontroladas y de
campo. Para ello es importante el calculo del porcen-
taje de frecuencia de colonizacion y el porcentaje de
hongos dominantes endoéfitos. Los aislados de hongos
endofiticos de cada segmento de tejido de la planta
hospedante se analizan en funciéon del porcentaje de
densidad de colonizacion. Se analiza, ademas, el por-
centaje relativo de ocurrencia de diferentes grupos de
hongos y el porcentaje de tasa de infeccion endofitica

(6).
Funciones

En la actualidad, el incremento de los estudios rela-
cionados con los HE se debe a sus funciones en la
interaccion con las plantas. La naturaleza compleja de
esta interaccion les confiere a las plantas, entre otras,
la capacidad de defenderse ante factores bidticos y
abioticos adversos. Por esta razén, uno de los temas
de investigacién mas analizados se relaciona con los
estudios encaminados a su seleccion como agentes de
control bioldgico (ACB) para el manejo de plagas. Los
HE producen un amplio arsenal de metabolitos secun-
darios que mejoran la resistencia frente a patdogenos y
herbivoros, la absorcién de nutrientes, promueven el
crecimiento vegetal y la resistencia frente a estreses,
tales como la salinidad, altas temperaturas, mayor to-
lerancia a la sequia, al estrés oxidativo, a suelos acidos
con altos contenidos de Zn y Al.

Solubilizacion de nutrientes

Entre las funciones menos conocidas de los endofi-
tos se encuentra el aumento de la biodisponibilidad de
nutrientes. Raya et al. (46,47) realizaron un estudio
para evaluar la capacidad de B. bassiana, Metarhizium
brunneum Petch e Isaria farinosa (Holmsk.) Fr. pa-
ra movilizar Hierro (Fe) de o6xidos de este mineral
que diferian en composicion, tamafio de particula y
cristalinidad, incluyendo ferrihidrita, hematita, goetita
y magnetita. En el ensayo in vitro, los tres hongos
aumentaron la disponibilidad de Fe de manera diferen-
te segun el tamafo de particula y la cristalinidad. 1.
farinosa y B. bassiana aumentaron el pH del medio
de cultivo. En el ensayo in vivo, la dosis mas alta
(5 x 10® conidios ml™!) de M. brunneum alivié los
sintomas de clorosis por déficit de Fe de las plantas de
sorgo cultivadas en el suelo calcareo, mientras que las
dosis de 5 x 10® y 5 x 108 conidios ml™! produjeron
un aumento de la altura de la planta y produccion de
inflorescencia del girasol.

En algunos estudios se evalud el efecto de varias
cepas endofiticas de B. bassiana sobre la reproduccion
de moscas blancas de invernadero y el crecimiento
de tomates. La mayoria de las cepas mostré algun
grado de solubilizacion de fosfato y produccion de
sider6foros. Los endofitos evaluados redujeron el nu-
mero de huevos y ninfas por cm? de moscas blancas
en foliolos de tomate en comparacién con el control
y se comportaron superiores o similares al insecticida
sintético comercial, ademas de inducir mayor altura y
biomasa. (48).

Produccion de metabolitos

Como se expuso anteriormente, un campo atractivo
de investigacion son los metabolitos secundarios de
los HE. Hamilton et al. (49) plantearon que estos
hongos pueden producir antioxidantes en respuesta al
estrés bidtico y abiodtico cuando se cultivan, tanto en
un medio artificial como en la planta. Este impacto
significativo de la colonizacion de endofitos en la acti-
vidad antioxidante de los hospedantes colonizados se
expresa, especialmente, cuando se exponen al estrés.
Concluyen que las consecuencias de los cambios en
la produccion de especies reactivas de oxigeno y el
aumento de la actividad antioxidante en el simbionte
parecen ser beneficiosas en muchos casos, pero se
deben analizar los costos.

Los metabolitos secundarios que producen los HE
también tienen un importante potencial en su uso
como productos farmacéuticos de naturaleza variada:
anticancerigenos, antimicrobianos, insecticidas, antivi-
rales, antioxidantes e inmunomoduladores, antiproto-
zoarias; enfermedades neurodegenerativas; actividad
citotoxica; actividad antiinflamatoria y control hiper-
glucémico (16 ). También pueden descomponer la ba-

sura (50).
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En la busqueda de nuevos metabolitos, en especial
con fines farmaceuticos, se realizaron experimentos de
co-cultivo (cultivos duales) que, unidos a la aparicion
de nuevas tecnologias como la metabolomica diferen-
cial, la activacion de reguladores especificos y la re-
gulacion epigenética, constituyen estrategias valiosas
con enfoques novedosos para la obtencion de nuevos
productos (24, 44, 45 ). Segun Chiang et al. (44),
la quimica de los productos naturales y la genética
molecular han entrado en una nueva interrelacion. Las
colaboraciones entre micologos, genetistas, bioquimi-
cos y quimicos son fundamentales para facilitar el des-
cubrimiento de nuevos productos naturales y los genes
implicados en su biosintesis, que al final beneficiaran
a la busqueda comercial de reacciones enzimaticas.

Otra estrategia interesante es que las plantas medici-
nales, que se utilizan desde hace siglos como fuente
alternativa de medicina, son una fuente valiosa para la
bioprospeccion de endofitos. Es mas probable que los
HE aislados de plantas medicinales exhiban potencia-
les farmacéuticos (51 ).

No obstante, estas investigaciones se enfrentan con
problemas futuros como la degradacion ambiental, la
pérdida de biodiversidad, la rapida disminucion de
las selvas tropicales y la desaparicion de las plantas
medicinales, que tienen el mayor recurso potencial pa-
ra adquirir nuevos microorganismos y sus productos.
Por lo tanto, fomentar la investigacion bioldgica de
productos naturales es una opcion crucial para luchar
contra las diversas enfermedades potencialmente mor-
tales junto con diversas aplicaciones industriales (52).

Promocion del crecimiento vegetal

Los endofitos microbianos tienen la capacidad de
actuar como agentes promotores del crecimiento de las
plantas mediante la produccién de fitohormonas; tam-
bién permiten que las plantas crezcan en suelos conta-
minados mediante la descomposicion de compuestos
peligrosos. Durante el largo periodo de coevolucion,
los HE se han adaptado gradualmente a sus microam-
bientes especiales mediante la variacion genética, in-
cluida la captacion de segmentos de ADN de plantas
en sus propios genomas, asi como la insercion de sus
segmentos de ADN en los genomas del hospedante.
Esto podria ser la causa que ciertos endofitos posean
la capacidad de biosintetizar algunos fitoquimicos ori-
ginados a partir de sus plantas hospedantes (53).

Los endéfitos son capaces de producir diferentes
tipos de fitohormonas (53). Emmanuel Ortiz-Espinoza
et al. (54) evaluaron el efecto de dos cepas comercia-
les de hongos endodfitos entomopatdgenos y de aisla-
dos de suelos agricolas del estado de San Luis Potosi
(HEE) sobre el crecimiento, fotosintesis, intercambio
de gases y produccion en plantas de chile poblano
(Capsicum annuum L.). Los aislados de suelo evalua-
dos pertenecian a los géneros Metarhizium (RVOL),
Paecilomyces (RV05) y Penicillium (aislado SL14); B.

bassiana (BB42) y M. anisopliae (MA25) y las cepas
comerciales a B. bassiana (BB09) y M. anisopliae
(MA28). Ademas, utilizaron dos métodos de aplica-
cion: 1) inoculacion en semilla; y 2) aspersion del
sustrato y una segunda aplicacion cuando emergio la
primera hoja verdadera. Los autores concluyeron que
la inoculacion directa de HE sobre la semilla genera
mejores resultados con aumento en la produccion de
biomasa total, y en el peso seco de la parte aérea y
de raices; ademas, que los aislados obtenidos a partir
de suelos agricolas pueden competir con cepas comer-
ciales en la promocion del crecimiento de plantas de
chile poblano en invernadero, aunque con variaciones
en funcion de la cepa.

Otros autores evaluaron el efecto endofitico y esti-
mulante de cuatro cepas de Trichoderma asperellum
Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg (7a.13, 7a.78, 1a.85
y 7a.90) sobre Phaseolus vulgaris L. (cv. BAT-304) en
condiciones semicontroladas. Las evaluaciones se rea-
lizaron en plantas de 15 dias, sembradas en dos mo-
mentos: 1) siembra e inoculacion de Trichoderma en
el suelo al unisono; 2: siembra de las plantas siete dias
después de la inoculacion con el hongo. Los resultados
indicaron que 7a.85 produjo la mayor estimulacion
en cuanto al nimero de hojas, altura de las plantas y
longitud de raices, cuando el hongo se aplico el mismo
dia de la siembra. Todas las cepas fueron endoéfitas
para el cultivar de frijol estudiado. Las cepas 7a.90 y
7a.85 incrementaron el contenido foliar de N en el pri-
mer momento de siembra; mientras que, 7a.78, 7a.85
y 7a.90 lo hicieron durante el segundo momento. Solo
7a.78 increment6 el K foliar con respecto al control,
cuando el hongo se inoculd antes de la siembra. Las
plantas tratadas con 7a.78 mostraron actividades enzi-
maticas POD, PPO y PAL superiores con respecto
a las plantas control. La cepa 7a.13 aumento las ac-
tividades POD y PPO; mientras que, 7a.85 y 7a2.90
exhibieron actividad PPO. Los resultados sugieren que
la cepa 7a.85, inoculada al unisono con la siembra de
frijol, es eficiente en la estimulacion del crecimiento;
7a.78 se destaco en la nutricion y posible induccion de
resistencia en el cultivar (55).

El efecto de la cepa IMI SD 187 de Pochonia
chlamydosporia var. catenulata Kamyschko ex Barron
y Onions) Zare y Gams como endoéfito en la promo-
cion del crecimiento de plantas de frijol negro cultivar
"Cuba Cueto 25-9” (CC 25-9N) también se evaluo,
tanto in vitro como en condiciones semicontroladas.
La cepa increment6 los parametros asociados a la ger-
minacion in vitro de semillas de frijol, con un efecto
significativo en la longitud del hipocotilo y la masa
fresca de las plantulas. En condiciones semicontrola-
das se logr6 una elevada colonizacion en la raiz, con
un crecimiento endofitico de 16,67 % en 30 dias y
adelant6 la germinacion en dos dias. Se observo una
tendencia a incrementar los parametros nimero de ho-
jas trifoliadas, longitud del tallo, masa fresca y seca
aérea, y masa fresca de raiz en los tratamientos con el

hongo respecto al control (56).
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Esta misma cepa se utilizo en experimentos diri-
gidos al estudio de su efecto en la promocion del
crecimiento de vitroplantas de platanos y bananos.
Se utilizaron los cultivares ‘CEMSA -’ (AAB), ‘Pi-
sang Ceilan’ (AAB), ‘FHIA-01’ (AAAB) y ‘FHIA-18’
(AAAB). En esta investigacion se efectuaron dos apli-
caciones de KlamiC® (5,6 x 105 clamidosporas.vitro-
planta-1). Se produjo un incremento significativo del
crecimiento de las vitroplantas tratadas con KlamiC®,
en comparacion con los controles. El hongo colonizd
el sustrato y la rizosfera de las vitroplantas, con me-
nor porcentaje en el cultivar ‘FHIA-18” (AAAB) con
4,15 % (57). Estos resultados fueron posteriormente
validados e introducidos como parte del manejo agro-
nomico de vitroplantulas de Musa paradisiaca L. en
fase de adaptacion ex vitro (58).

Tolerancia al estrés

Esta facultad de los hongos endofitos para mejorar
la capacidad de las plantas para tolerar estreses abidti-
cos agrega una nueva dimension a las interacciones
entre plantas hospedantes y endofitos, lo que podria
explorarse en la agricultura, no solo para mitigar pla-
gas y enfermedades en condiciones de cambio clima-
tico, sino también como un enfoque alternativo a la
autodistribucion de estos hongos en aplicaciones inun-
dativas (59).

Los cultivos colonizados por endoéfitos tienen una
alta tendencia a la tolerancia al estrés con relacion a
aquellos que carecen de dicha simbiosis. La mayoria
de las vias a las que se dirigen los ARNm para la
defensa de las plantas estan desactivadas durante el
establecimiento de la simbiosis. De manera similar,
los genes involucrados en las vias anabdlicas son mas
diversos y abundantes entre los endéfitos, en contras-
te con los fitopatogenos. El comportamiento endofiti-
co puede verse afectado por diferentes genes que se
encuentran conservados, incluidos varios reguladores
transcripcionales. Se sabe que los enddfitos pueden
actuar como una barrera con microorganismos patoge-
nos y evitar que se arraiguen. De manera similar, a
través de la antibiosis o la resistencia sistémica induci-
da, pueden mantener la salud de la planta y ayudar
a mejorar el crecimiento y los rendimientos. La sefia-
lizacion del acido jasmoénico (JA) y etileno (ET), asi
como el acido salicilico (SA), es necesaria para la
resistencia inducida mediada por endoéfitos (25).

Otra investigacion en el tema se realiz6 con el pro-
pésito de determinar el efecto de una concentracion
de 50 mmol.L-1 de NaCl sobre la interaccion entre la
cepa IMI SD 187 de Pochonia chlamydosporia var.
catenulata y Meloidogyne incognita (Kofoid y White)
en el cultivo de tomate. Luego de 65 dias, se evalua-
ron el indice de agallamiento, la cantidad de juveniles
de segundo estadio de M. incognita en el suclo, la
actividad saprofitica y parasitica de la cepa IMI SD
187; también se registro el pH potenciométrico y la

conductividad eléctrica del suelo. Los resultados de-
mostraron que la cepa IMI SD 187 coloniz¢ la raiz en
un rango de 1,9-4,2x10° UFC, registr6 una poblacion
en el suelo de 1,5-3,3x10* UFC, parasito 63 % de
huevos y colonizé 80 % de masas de huevos de M.
incognita en presencia de la concentracion de NaCl
utilizada (60).

Induccion de resistencia

Algunos investigadores plantean que los HE como
los ACB pueden inducir resistencia en las plantas con-
tra patogenos, incluidos hongos, bacterias y virus y, en
algunos casos, insectos plaga y nematodos.

Los HE pueden estimular a la planta a producir
fitoalexinas, lignina, calosa, entre otros. Por ejemplo,
plantas de soya inoculadas con M. anisopliae aumen-
taron significativamente la cantidad de fitoalexinas
isoflavonoides (3). El mecanismo de defensa mas es-
tudiado en la simbiosis con hongos endoéfitos es la
produccion de alcaloides con efectos negativos sobre
herbivoros vertebrados e invertebrados (61). Los HE
pueden sintetizar uno, dos o tres clases quimicas de
alcaloides. Sin embargo, tanto de la cantidad como
del tipo de alcaloide dependen de la interaccion plan-
ta-endofito, como asi de las condiciones ambientales
abidticas y bioticas (5,62,63,64).

Es posible que los endofitos provoquen un reorde-
namiento hormonal similar al encontrado en las sim-
biosis con micorrizas y rizobacterias, dado que los en-
dofitos también son microorganismos bidtrofos (65).
Por lo tanto, es de esperar que posean mecanismos que
atenuen las defensas de las plantas mediadas por el
acido salicilico (AS) y promuevan la activacion de la
via del acido jazmoénico (AJ), por lo que las plantas
mostraran de esta forma un mayor nivel de resistencia
mediada por via del AJ.

El hecho de que en la interaccion planta - HE se
produzca la induccion preferencial de la via media-
da por el AJ, provocara que el incremento de las
defensas sea contra insectos masticadores, benefician-
do a la planta aun cuando el HE produzca metabo-
litos secundarios inefectivos contra la plaga o estos
se encuentren restringidos a partes especificas de la
planta. En relacion con esto, las plantas de Lolium
multiflorum (Lam.) Husnot simbidticas con el endofito
E. occultans fueron mas resistentes a S. frugiperda
que las plantas no simbidticas. Sin embargo, cuando
ambas plantas (colonizadas y no colonizadas) se trata-
ron con Metil jazmonato (MeAlJ), no mostraron un
aumento en la resistencia frente a los insectos. La ex-
posicion de las plantas con endofito al MeAJ produjo
una reduccion en la concentracion de los alcaloides
lolinas, y un aumento del crecimiento y una extension
del desarrollo de la plaga (66).

En otro trabajo similar, los autores investigaron los
efectos letales y previos a la mortalidad de B. bassiana
y M. brunneum en A. gossypii; los pulgones recibie-
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ron inoculo mientras se alimentaban de hojas reciente-
mente rociadas (in6culo superficial y colonizadas en-
dofiticamente) o mientras se alimentaban de hojas no
rociadas pero colonizadas endofiticamente. También
se compararon las emisiones volatiles de las plantas
colonizadas y las plantas de control. Las tasas de mor-
talidad de pulgones variaron entre 48,2 y 56,9 % en
hojas rociadas y entre 37,7 y 50,0 en hojas colonizadas
endofiticamente. Hubo un efecto significativo de la
colonizacion endofitica sobre la tasa de produccion de
ninfas, pero esto no resulté en un aumento general de
la poblacion de afidos. La colonizacion endofitica no
influy6 en la seleccion de la planta hospedante a pesar
de que hubo diferencias cualitativas y cuantitativas en
la mezcla de volatiles liberados por las plantas coloni-
zadas y de control. Aunque la colonizacion endofitica
no cambid el comportamiento de los herbivoros, las
plantas se beneficiaron a través de la defensa indirecta,
la resistencia a patogenos de las plantas o la tolerancia
al estrés abiotico (67).

Por su parte, Pocurull et al. (68) realizaron va-
rios experimentos para determinar: la capacidad
de dos formulaciones comerciales de 7Trichoderma
asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg (T34)
y T harzianum Rifai (T22) para inducir resistencia
sistémica en tomate contra una poblacion avirulenta de
Meloidogyne incognita (Kofoid and White) Chitwood.
T34 redujo el nimero de masas de huevos y huevos
por planta en 71 y 54 %, respectivamente. T22 redujo
el 48 % del numero de huevos por planta, pero no el
numero de masas de huevos.

Con el objetivo de determinar el potencial de cepas
de T. asperellum como agente de control biologico de
Meloidogyne incognita (Kofoid y White) Chitwood, se
evaluaron diferentes cepas (7a.1, Ta.13, Ta.25, Ta.78,
1a.79 y 1a.90), seleccionadas previamente por su al-
ta capacidad antagdnica, produccion de metabolitos y
adaptacion a diversas condiciones ambientales y sus-
tratos. En los ensayos in vitro, se evalud el efecto de
las cepas sobre juveniles de M. incognita y se utiliza-
ron las diluciones de 1/10; 1/25; 1/50 y filtrado puro
de cada una de las cepas y un tratamiento control
(agua estéril). Por otra parte, en condiciones semicon-
troladas, plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
se inocularon con 2,5 juveniles de segundo estadio
(J2) por gramo de suelo y a las 72 horas se adiciond
indculo de la cepa 7a.90; se aplicé 107 UCF por ma-
ceta. Los tratamientos fueron: plantas sanas (control
absoluto), plantas + 7a.90; plantas +742.90 + nemato-
dos, plantas + nematodo y nematodos + 72.90 (sin
plantas). Los filtrados de las cepas de 7. asperellum
causaron altos niveles de mortalidad y sobresali6 la
cepa 7a.90 con 90 % de mortalidad a las 24 horas.
En macetas, dicha cepa provoc6 una disminucion en el
numero de huevos por hembras y atenu¢ el efecto del
nematodo sobre los parametros: altura, diametro del
tallo, nimero de hojas y masa fresca aérea (69).

Otro estudio similar se centré en la modelacion,
simulando la interaccion M. incognita - T. asperellum
- garbanzo (Cicer arietinum L.) mediante el modelo
deterministico propuesto por Anderson y May. Los re-
sultados demostraron que que la poblacién del nema-
todo tiende a decrecer por la accion de T asperellum y
alcanz6 valores por debajo del nivel de in6culo a partir
de los 73 dias. Ademas, se infiere que, de una genera-
cién a otra, la poblacion se reduce en 35 % y esta
disminucioén poblacional se logra en presencia de T
asperellum en niveles superiores a 10* UFC.ml-1. Se
propuso un segundo modelo de interaccion, en el que
se incorpord la dinamica de crecimiento del cultivo
para ser validado en trabajos futuros que demuestren
la accion del hongo en cada estadio bioldgico del ne-
matodo (70).

Otros autores examinaron el potencial de 10 aisla-
dos de hongos para colonizar plantas de maiz e inducir
resistencia contra el virus del moteado clorotico del
maiz (MCMYV) y el virus del mosaico de la cafa de
azucar (SCMV). Las semillas de maiz se empaparon
en inoculo de hongos, se sembraron y se evaluaron
para determinar la colonizacion endofitica. Las plantas
tratadas con hongos se inocularon por desafio con
SCMV y / o0 MCMYV para evaluar los efectos de los
aislados de hongos sobre los virus en términos de
incidencia, gravedad y titulos de virus a lo largo del
tiempo. Aislamientos de T. harzianum, Trichoderma
atroviride Bissett, H. lixii colonizaron diferentes sec-
ciones de plantas. En las plantas de maiz inoculadas
con T. harzianum y M. anisopliae se observo una re-
duccién de la gravedad del SCMV vy los titulos del
virus hasta 1,4 y 2,7 veces, respectivamente, sobre
los controles, pero no hubo un efecto significativo
sobre el MCMV. Por lo tanto, sugieren que tanto 7.
harzianum como M. anisopliae son candidatos poten-
ciales para inducir resistencia contra SCMV y pueden
usarse para el manejo integrado de MLN (necrosis
letal del maiz) (71).

Efecto Directo sobre la plaga como ACB

Los hongos endofitos pueden proveer proteccion
a la planta contra insectos herbivoros, enfermedades
vegetales 0o nematodos parasitos de plantas. Diversos
hongos agentes de control bioldgico han mostrado ha-
bilidad para colonizar tejidos de diferentes plantas,
como verdaderos endofitos sin causar sintomas de da-
fios aparentes; sin embargo, esta colonizacion depende
de las especies de plantas y el aislamiento del hongo
ACB en cuestion. Por otra parte, esta interaccion pue-
de ser beneficiosa para la planta y para el hongo,
neutral o, en algunos casos, antagonista.

Varios autores demostraron que los hongos ento-
matdgenos son capaces de colonizar endofiticamen-
te los tejidos de diversas plantas; tal es el caso de
B. bassinana, M. anisopliae, Lecanicillium lecanii y
otros endofitos, con diversos modos de accidn frente a

insectos plaga.
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Sanchez Rodriguez et al. (4) informaron la mortali-
dad de larvas de Spodoptera littoralis Boisduval cuan-
do estas se alimentaron con hojas de plantas de trigo
blando colonizadas por la cepa del HE B. bassiana
EABbD 04/01-Tip. Esta autora no observd crecimiento
fungico a partir de los cadaveres de las larvas infecta-
das, por lo que sugiere que la mortalidad encontrada
pudo estar asociada a la produccion de metabolitos
insecticidas.

Gonzalez et al. (67,72) analizaron el efecto de la
colonizacion endofitica de plantas de melon por cepas
de B. bassiana y M. brunneum, sobre el comporta-
miento alimenticio de los pulgones y a la transmision
de virus persistentes y no persistentes. Sus resultados
revelaron que la colonizacion del HE no afecto el
comportamiento alimenticio de A. gossypii asociado
a la inoculacion de Cucumber mosaic virus (CMV)
(no persistente), ni Cucurbit aphid-borne yellows virus
(CABYYV) (persistente), pero modificd algunos aspec-
tos relacionados con el proceso de adquisicion de vi-
rus no persistentes. No obstante, sus ensayos de trans-
mision revelaron que la incidencia de los dos virus
fue significativamente reducida cuando las plantas es-
taban colonizadas con el HE antes de producirse su
infestacion con pulgones viruliferos, lo cual atribuyd
a la posible induccion de resistencia sistémica, conse-
cuencia de la colonizacion de la planta por el hongo.
Por otra parte, el HE no afect6 significativamente la
cantidad de hembras apteras de 4. gossypii consumi-
das por Chrysoperla carnea Stephens, ni el tiempo de
consumo. Sin embargo, las crisopas no consumieron
por completo los pulgones con indicios de infeccion
fingica, como posible mecanismo de seguridad por
parte del neurdptero, pero mostraron una preferencia
significativa por 4. gossypii alimentados de plantas de
meldn colonizadas con la cepa de B. bassiana.

En otro estudio, el endofito E. occultans (CD Moon,
B. Scott y MJ Chr.) Schardl también afectd negativa-
mente el crecimiento y desarrollo de S. frugiperda.
Especificamente, se encontr6 que la presencia del hon-
go redujo el peso de las larvas y extendid el tiempo
de desarrollo de los insectos. Sin embargo, no se ob-
servaron efectos del endofito sobre la supervivencia
individual de los insectos. No obstante, alrededor del
50 % de los adultos emergidos de larvas criadas en
plantas con el endofito presentaron deformaciones en
las alas (66).

Muvea et al. (73) examinaron el efecto potencial del
hongo endofitico Hypocrea lixii Pat. (F3ST1) sobre la
alimentacion de Thrips tabaci Lindeman y la replica-
cion del virus de la mancha amarilla del iris (IYSV)
en plantas de cebolla colonizadas con endoéfitos (E+) y
sin endofitos (E-). El nimero de pinchazos de alimen-
tacion de trips y el nivel de enfermedad fue significa-
tivamente menor en plantas E+ en comparacion con
las plantas E-, durante cuatro semanas después de la
exposicion a trips. La replicacion de IYSV se redujo
2,5 veces y las actividades de alimentacion de los

thrips fueron dos veces mas bajas en el tratamiento en-
dofitico. No obstante, plantearon que deben realizarse
mas estudios para dilucidar los metabolitos secunda-
rios implicados en dicha interaccion mediada por en-
dofito-trips-virus y determinar si las interacciones se
extienden para esta y otras variedades de cebolla y
virus en condiciones de campo.

La supresion de enfermedades de las plantas, de-
bido a la accion de microorganismos endofiticos, se
demostr6 en varios patosistemas. Los mecanismos po-
tenciales de los HE en la proteccion de la planta con-
tra los patogenos se relacionan con efectos directos
(interaccion entre endofitos y patégenos) e indirectos
(mejora de las defensas de la planta) y los efectos
ecologicos, desempefiando una funciéon importante en
los resultados de la interaccion planta - patégeno que
conduce a la enfermedad. Segun Sikora (74), la pre-
sencia de microorganismos (entre ellos sefiala a los
HE), hace mas efectiva la capacidad amortiguadora de
un suelo en la naturaleza, para suprimir la mayoria de
los patogenos de suelo y problemas de nematodos.

Algunos autores han estudiado el efecto de los HE
en los cultivos de platanos y bananos. Zum Felde
(75) plantea que, en suelos de fincas comerciales de
bananos en Guatemala, se observo la supresion de
nematodos, efecto que fue transmitido de una planta-
cion a otra, mediante el trasplante de cormos. Chaves
(76) senald que Trichoderma y Fusarium fueron los
géneros mas abundantes de HE presentes en tejidos
internos de raices de banano y que mostraron un alto
potencial para el control de nematodos, con reduccio-
nes de hasta 90 % en la poblacion final de Radopholus
similis (Cobb) Thorn en el sistema radical de plantas
protegidas por estos HE. A su vez, informo un incre-
mento en el peso y la longitud de la raiz, y en el peso
foliar de dichas plantas, en comparacion con plantas
no protegidas. Estos resultados también coinciden con
lo informado por Pocasangre (77).

Aplicaciones mixtas

Asi como las condiciones de crecimiento o las ca-
racteristicas especificas del cultivar, las interacciones
con otros microorganismos pueden impactar el efecto
de los HE sobre sus hospedantes y sobre los agentes
nocivos. Aun cuando los HE pueden ser utilizados
en diferentes estrategias de manejo junto a otras tac-
ticas, es necesario el desarrollo de experimentos en
condiciones controladas para conocer aspectos como
las dosis de aplicacion, el momento y la frecuencia
antes de proceder a la aplicacion en campo. Algunas
investigaciones refieren resultados positivos, mientras
otras los refieren como neutros, o incluso negativos,
en lo que respecta a la mezcla de los HE con otros
controles bioldgicos.

En busca de alternativas mas eficientes y saluda-
bles con el ambiente, se evalud la aplicacion de una
cepa de B. bassiana por su capacidad endéfita en
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plantas de garbanzo (C. arietinum) y una de Bacillus
thuringiensis Berliner, de forma individual y combina-
da para el control de H. armigera. Los tratamientos
combinados de estos mostraron un aumento en la mor-
talidad de las larvas y una disminucion en la pupacion,
la emergencia de adultos y la eclosion de huevos. Es-
pecificamente, se observaron efectos sinérgicos sobre
la mortalidad cuando las larvas se expusieron a la apli-
cacion simultanea de B. bassiana con B. thuringiensis.
Estos hallazgos indican que la aplicacion integrada de
B. bassiana y B. thuringiensis se puede utilizar eficaz-
mente contra H. armigera (78).

También se evaluaron dos cepas fungicas de B.
bassiana para el control de adultos del psilido asiatico
de los citricos (Diaphorina citri Kuwayama). Ambas
cepas causaron entre 10 y 15 % de mortalidad de
adultos de D. citri en los siete dias posteriores a la
exposicion. Las hembras de D. citri alimentadas en
plantas colonizadas por los endofitos pusieron menos
huevos en comparacion con las alimentadas de plantu-
las sin endofitos, con una reduccion en la emergencia
de adultos en las plantas tratadas con B. bassiana.
Ademas, las plantas colonizadas con los HE indujeron
una mejora significativa en la altura de la planta (79).

Estudios realizados en Cuba sobre el efecto de
la aplicacion conjunta de P. chlamydosporia y T.
asperellum en la climatizacion de vitroplantas de ba-
nano (Musa sp.), demostraron la compatibilidad in
vitro y ex vitro de ambos hongos agentes de control
biologico endofitos. El hongo antagonista no limitd
la colonizacién del hongo nematéfago, a pesar de las
diferencias en su velocidad de crecimiento y ambos
hongos lograron un efecto en la estimulacion del cre-
cimiento de las vitroplantas. Los resultados indican las
ventajas de la aplicacion combinada de estos hongos
en estrategias de biomanejo en banano (80).

Riesgos

Se conoce que las dosis decrecientes y la aplicacion
del entoméfago antes que el HE reducen los efectos
negativos sobre varios grupos de entomofagos, como
coccinélidos depredadores (81,82), crisopas (83) y
varias especies de parasitoides de pulgones (84,85).
Los tratamientos con HE pueden considerarse de bajo
riesgo para depredadores y parasitoides y, por tanto,
compatibles con los mismos. El depredador C. carnea
se alimenta de larvas de S. littoralis infectadas con
M. brunneum (86) y el parasitoide Aphidius ervi Ha-
liday oviposita en pulgones infectados con Pandora
neoaphidis (Remaudiére & Hennebert) Humber. Sin
embargo, existen pocos trabajos en los que se haya
estudiado si la colonizacion endofitica de la planta
puede tener un efecto sobre integrantes del tercer nivel
trofico, y los pocos que hay tratan de su efecto sobre
los parasitoides (27).

En un estudio se determiné que las larvas del pa-
rasitoide Aphelinus abdominalis Dalman fueron muy
susceptibles a la alta concentracion de esporas de B.
bassiana (1x10° ¢/ml), medida por las tasas de for-
macion de momias y emergencia adulta, en compara-
cion con el tratamiento de control. Por el contrario,
B. bassiana no tuvo efectos sobre el desarrollo del
parasitoide cuando las larvas de este se trataron con
la menor concentracion de esporas (1x10* ¢/ml) o sus
pupas se trataron con concentraciones de esporas altas
o bajas. Por esta razon, sugieren que podria ser posible
combinar B. bassiana y A. abdominalis para el manejo
integrado de plagas de Nasonovia. ribisnigri Mosley
(85).

En los bioensayos referidos anteriormente, de las
larvas de crisopa verde (C. carnea) alimentadas con
larvas de S. littoralis sanas y tratadas con cepas de M.
brunneum, se confirmo la presencia de destruxina A
a concentraciones bajas en las larvas de S. littoralis
infectadas con cepa BIPESCOS, mientras que el meta-
bolito no se detectdé en C. carnea que consumieron
larvas de S. littoralis tratadas con M. brunneum. Las
larvas de crisopa se alimentaron preferentemente de
presas sanas en comparacion con las presas tratadas
con M. brunneum. Ademas, las larvas de C. carnea
alimentadas con presas sanas ganaron mas peso que
las alimentadas con individuos tratados. Ambos trata-
mientos de M. brunneum utilizados contra larvas de
S. littoralis pueden considerarse de bajo riesgo para
C. carnea, debido a la falta de mortalidad relacionada
con hongos en el depredador y al no moverse la des-
truxina A de la presa al depredador. Sin embargo, se
necesitan mas estudios sobre otros no objetivos y con
mas cepas de M. brunneum para evaluar su posible
uso simultaneo en el manejo integrado de plagas (86).

Por su parte, Gonzalez-Mas et al. (87) evaluaron la
eficacia de depredacion / parasitismo de larvas de cri-
sopa, C. carnea, y del parasitoide braconido, Aphidius
colemani Viereck, cuando se les ofrecieron pulgones
inoculados con B. bassiana directamente con una sus-
pension de hongos (solo bioensayo de crisopas) o se
habian alimentado de plantas de melén colonizadas
endofiticamente por este hongo. La aplicacion de B.
bassiana no influy6 significativamente en el numero
de presas de pulgén consumidas por las crisopas o en
el tiempo que tardaron en consumir cada pulgén. En
este caso, las larvas de C. carnea prefirieron alimen-
tarse de pulgones criados en plantas colonizadas por
B. bassiana en comparacion con las plantas de control.
En otro ensayo, el nimero de pulgones parasitados por
A. colemani y su proporcion sexual no se afectaron,
independientemente de si los pulgones se alimentaron
de plantas colonizadas por B. bassiana o no. Final-
mente, apoyan la hipdtesis de que los hongos entomo-
patdgenos endofiticos pueden usarse en combinacion
con otros enemigos naturales, como depredadores y

parasitoides.
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Zum Felde et al. (88) indicaron que la combina-
cion de agentes de control bioldégico compatibles
(Fusarium oxysporum Schltdl, T. atroviride) propor-
cionan una proteccion mejorada y mas estable contra
R. similis, en comparacion con el uso de un solo agen-
te de control biologico. Se necesitan mas investigacio-
nes para explorar los mecanismos por los cuales los
hongos endofitos controlan a R. similis en los tejidos
de la raiz del banano y su movimiento o transferen-
cia de una generacion de plantas a la siguiente. No
obstante, se comprob6 que cuando se establece la su-
presion de nematodos en el campo, esta se transfiere
de las plantas madre a las hijas. La combinacion de
inoculaciones de endofitos mutualistas aumento los
niveles de control de nematodos y el crecimiento de
las plantas en plantas "Williams' inoculadas (75).

Ocho aislamientos endofiticos compatibles, con co-
nocida actividad antagonista contra R. similis aplica-
dos individualmente, o de forma mixta en vitroplantas
de banano del cultivar "Gran Enano" en invernadero,
mostraron que la inoculacion multiple disminuy6 sig-
nificativamente la penetracion del nematodo y redujo
la poblacion final de este en el sistema radical de la
planta. El efecto aditivo y/o sinérgico de los mecanis-
mos de accion de los agentes bioldgicos quedd demos-
trado en su actividad antagonista contra R. similis.
Ademas, los resultados obtenidos en el bioensayo de
promocion de crecimiento demostraron que las plan-
tas protegidas con inoculaciones multiples presentaron
valores mayores en las variables peso total de la plan-
ta, peso radical y longitud radical en comparacion con
las inoculaciones individuales y los testigos (76).

En bioensayos de laboratorio, se rociaron adultos
de Hippodamia convergens Guerin con suspensiones
de conidios de Paecilomyces fumosoroseus (Wize)
Brown & Smith a diferentes concentraciones y se eva-
luoé la mortalidad; aunque una proporcion de coccinéli-
dos sucumbi6 a la infeccion (la mayor proporcion fue
de 22 % cuando las mariquitas habian sufrido estrés).
Estos investigadores plantearon que es poco probable
que estén en riesgo de infeccion como resultado direc-
to de una aplicacion de aerosol, a menos que haya pe-
riodos prolongados de alta humedad o los coccinélidos
estaban estresados. Cuando se les proporcionaron ca-
daveres de Diuraphis noxia Kurdjumov no infectados
o infectados con P, fumosoroseus como presa, los coc-
cinélidos consumieron mas pulgones no infectados.
Los depredadores nunca consumieron cadaveres de
pulgones de los que el hongo estaba en erupcion o es-
porulando. Los depredadores contaminados con coni-
dios de P. fumosoroseus pudieron transferir conidios a
poblaciones sanas de D. noxia e iniciar la infeccion en
los pulgones. Esta proporcion de pulgones infectados
fue mayor cuando los coccinélidos se contaminaron al
buscar alimento entre cadaveres esporulantes (81).

Al evaluar la compatibilidad de los hongos
B. bassiana 'y M. anisopliae con Chrysoperla
externa Hagen, depredador de ninfas de Trialeurodes

vaporariorum (Westwood), en condiciones de labora-
torio, no hubo diferencias estadisticas en la mortali-
dad corregida en los estadios larvales II y III de C.
externa, expuestos a B. bassiana, y para su estado
larval frente a M. anisopliae, a altas concentraciones
(1x10® conidias ml') de estos HE. Estos resultados
indican que C. externa podria ser aplicada como en-
tomofago en un esquema de manejo integrado de T.
vaporariorum en cultivos de tomate, conjuntamente
con hongos como B. bassiana 'y M. anisopliae (89).

Los aislamientos de Metarhizium robertsii (formal-
mente conocido como M. anisopliae) (ESALQ 1622)
y B. bassiana (ESALQ 3375) (en inoculaciones sim-
ples y combinadas en tratamientos de semillas), para
suprimir el crecimiento de la poblacion de acaros rojos
Tetranychus urticae Koch y la capacidad de promover
el crecimiento de plantas de frijol Phaseolus vulgaris
L., mostraron un alto potencial. El 4acaro depredador
Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot no mostro6 dife-
rencias en la tasa de depredacion de 7. urticae de las
plantas tratadas y no tratadas, aunque los depredadores
tenian mas probabilidades de alimentarse de los acaros
de las plantas tratadas con hongos durante la primera
mitad del ensayo y de los acaros de las plantas de
control durante el resto del ensayo. Se concluyo que,
en general, los dos aislados de hongos tienen potencial
como inoculantes de semillas para suprimir los 4caros
en el frijol y la estrategia parece no tener conflicto con
el uso de acaros depredadores (90).

En un experimento in vitro, se compar6 la suscep-
tibilidad de tres especies de coccinélidos, Harmonia
axyridis Pallas, Coccinella septempunctata L. y Adalia
bipunctata L. a la infeccidbn por B. bassiana (cepa
comercial GHA) después de la exposicion a tres do-
sis (10°, 107, 10° conidios ml!). Las dos subpoblacio-
nes de H. axyridis (Japén y Reino Unido) fueron
mas resistentes a la infeccion por B. bassiana que
A. bipunctata o C. septempunctata, solo la dosis de
10° conidios ml! resulté mortal para H. axyridis, en
contraste, C. septempunctata y A. bipunctata expuestos
a la concentracion de 1,07 conidios ml! del hongo, tu-
vieron un 80 % y 70 % de mortalidad, respectivamente.
La inoculacién con dosis altas (10° conidios ml") redu-
jo la fecundidad de A4. bipunctata a cero, pero a las con-
centraciones de 10° y 107 conidios ml! la produccion
de huevos fue similar a los individuos de control. Por
el contrario, todas las dosis de B. basssiana redujeron
drasticamente la produccion de huevos de H. axyridis
(Reino Unido) (82).

Los resultados de la aplicacion de B. bassiana a lar-
vas, pupas y adultos del depredador Eriopis connexa
Germar (ACB) mostraron que el entomopatogeno in-
fectd al coledptero. En el analisis de la interaccion
entre B. bassiana y el depredador a través de presas
infectadas se encontr6 que los efectos del hongo sobre
la supervivencia de las larvas fueron significativamen-
te diferentes cuando se examiné la supervivencia acu-
mulada (desde el primer estadio larvario hasta la edad




Revista de Proteccion Vegetal, Vol. 36, No. 3, septiembre-diciembre 2021, E-ISSN: 2224-4697

adulta). La fecundidad diaria se redujo significativa-
mente a los cinco dias en comparacion con el grupo de
control. Por el contrario, no se observaron diferencias
significativas entre los cinco dias de oviposicion en la
tasa de huevos eclosionados. Este estudio mostr6 que,
a pesar de haber recibido una sola dosis del hongo en
su ciclo de vida, los parametros poblacionales del de-
predador E. connexa se vieron afectados. Serian nece-
sarios mas estudios para ayudar a identificar las inte-
racciones entre los enemigos naturales para aumentar
y mejorar las oportunidades y desarrollar ain mas los
programas de control bioldgico de plagas (91).

Se realizé un bioensayo con la cepa nativa del Delta
del Mississippi (NI8 ARSEF8889) de B. bassiana,
aislada de Lygus lineolaris (Palisot de Beauvois), so-
bre Chrysoperla rufilabris (Burmeister). Los adultos
del predador, tratados con el hongo a cuatro concen-
traciones de pulverizacién (7,02 x 104 10° 10°, y
107) esporas por mL), mostraron efectos significativos
y la gravedad del impacto dependi6 de la concentra-
cion probada. El método de aplicacion simuld pulveri-
zacion atomizada y las concentraciones probadas La
cepa de B. bassiana impact6d todas las medidas de-
mogréaficas de la reproduccion y sobrevivencia de C.
rufilabris. La tasa de aumento intrinseco y finito y las
tasas de reproduccion bruta y neta de adultos tratados
con las concentraciones de prueba mas altas disminu-
yeron significativamente, mientras que el tiempo de
duplicacién aumento para adultos tratados con las con-
centraciones de pruebas mas bajas. Sobre la base de
estas observaciones, C. rufilabris sera afectado por
aerosoles de B. bassiana dirigidos a L. lineolaris si
los adultos estan presentes en el momento y lugar del
tratamiento (83).

La virulencia de tres cepas de B. bassiana y una
de M. anisopliae, seleccionadas previamente por su
virulencia contra Galleria mellonella L. y Tenebrio
molitor L., se prob6 contra Trialeurodes vaporariorum
y su parasitoide Encarsia formosa Gahan en ensayos
de laboratorio. La cepa comercial de B. bassiana
ATCC 74040, tanto como cultivo fingico puro como
micoinsecticida formulado (Naturalis), se incluyé en
los ensayos como control positivo. Todas las cepas de
los entomopatogenos y el producto comercial fueron
eficaces en el control de ninfa de 7. vaporariorum.
Sin embargo, las cepas de hongos entomopatogenos,
y especialmente Naturalis, afectaron negativamente el
desarrollo de E. formosa y su actividad parasitaria so-
bre las ninfas de 7. vaporariorum. Este efecto fue mas
pronunciado cuando las cepas fungicas se aplicaron
antes de la parasitacion. Este autor sugiere que la apli-
cacion de hongos entomopatdgenos es incompatible
con la liberacién de E. formosa en los cultivos (84).

Las diferentes respuestas obtenidas de la interaccion
endofitos - entomofagos, aun frente a una misma espe-
cie del primero, hace necesario la prueba y seleccion
de cada agente en los distintos sistemas, cada cepa
de HE tiene caracteristicas intrinsecas, asi como una

maquinaria metabolica que responde en gran medida
al nicho y/o condiciones donde ha evolucionado.

Por otro lado, debido a su propio origen y evolu-
cion, el desempeiio ecologico de estos endofitos es
diverso y en muchos casos desconocido. Se sugiere
que algunas especies endofitas pueden cambiar a sa-
profitos o incluso llegar a inducir sintomas de la en-
fermedad. De hecho, se aislaron algunas especies de
hongos en el tropico donde actian endofitos, mientras
que en zonas templadas son saprofitos (22).

La interaccion entre los hongos endéfitos también
podria tener consecuencias negativas para la inmuni-
dad de las plantas y su desempefio potencial. Tenien-
do en cuenta que, como se plante6 anteriormente, la
represion de la via del AS parece ser esencial para
establecer y mantener la relacion simbiodtica (similar a
lo que ocurre con los hongos micorrizicos), las plantas
colonizadas con HE seran mas susceptibles a patdge-
nos bidtrofos (ya que esta es la via utilizada por las
plantas para inducir los mecanismos de resistencia a
los mismos). Por el contrario, si la via del AS se activa
debido a factores bidticos o abiodticos se producira un
efecto negativo sobre el endofito (1).

Segtn plantea Martin Heil (92), muchos endoéfitos
son percibidos como patogenos e inducen respuestas
de resistencia del hospedante, un efecto que parece
ser el mecanismo general que subyace a sus efectos
"indirectos". La falta de sintomas visibles de la enfer-
medad podria ser el resultado de un delicado equili-
brio entre las respuestas de resistencia del hospedero
que mantienen la tasa de crecimiento de los micro-
organismos en una magnitud tolerable y los microor-
ganismos, suprimiendo la resistencia de la planta lo
suficiente, como para permitir la colonizacion. Es la
suma neta de todos sus efectos positivos (a menudo
condicionales) (promocion del crecimiento, mejora de
la resistencia, etc.) y de todos sus efectos negativos
(que invariablemente comprenden el uso de nutrientes,
pero también pueden incluir la supresion de ciertas se-
fales de defensa). Esta suma decide si la colonizacion
de una planta por un microorganismo puede conside-
rarse un mutualismo, parasitismo o comensalismo bajo
un conjunto definido de condiciones ambientales. Los
estudios comparativos futuros deberan identificar los
factores que deciden en qué parte de la “linea fina”
de parasito a mutualista es mas probable encontrar una
combinacion de endofito-hospedante dada.

Hasta la fecha, en tomate como en muchos otros
cultivos horticolas, la introduccion artificial de HE
se limita a un grupo restringido de microbios benefi-
ciosos que incluyen especies pertenecientes al géne-
ro Sarocladium, Beauveria, Metarhizium, Fusarium,
Penicillium, Serendipita (antes Piriformospora),
Pochonia, Pythium y Trichoderma (93). También se
informé que el hongo mejor estudiado, B. bassiana,
coloniza numerosos cultivos, como maiz, trigo, algo-
don, soja, tomate, vid, sorgo y citricos; también reduce
la infestacion por plagas graves, principalmente larvas
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de polilla y pulgones. La presencia de endofitos resul-
to en una reduccion significativa, tanto de la poblacion
de plagas como del dafio a las plantas en la mayoria de
los casos (32).

La investigacion en el tema de los endofitos abre
amplias posibilidades para el estudio de la interaccion
planta-endofito y permite explorar su potencial como
un sistema alternativo de expresion de genes que con-
fieran resistencia a plagas y enfermedades, sin recurrir
al uso de plantas transgénicas. En los hospederos, los
endofitos transgénicos pueden ser usados como vehi-
culo para la produccion y entrega de productos gene-
rados a partir de genes de interés agronémico, cum-
pliendo funciones protectoras y proporcionando otras
ventajas que se reflejen en una mayor productividad
de la planta (94). Sin embargo, segun estos autores, un
factor que limita la implementacion de esta herramien-
ta, especialmente en los paises en via de desarrollo,
es la falta de investigacion y entendimiento de estos
microorganismos, ya que actualmente se prioriza el
uso de los recursos para la investigacion en temas que
generan soluciones a corto plazo, dejando de lado el
potencial con que cuentan estos microorganismos y
sus interacciones.

No obstante, los avances obtenidos y el incremento
constante de investigaciones sobre los HE, aun quedan
por dilucidar numerosos aspectos. Segun Spiridon y
Eliopolus (32), es preciso que se investiguen: (a) los
mecanismos fisiologicos que utilizan los endofitos pa-
ra colonizar la planta y si estos mecanismos difieren
segun el punto de entrada en la planta; (b) si algunos
aislados de hongos tienen mas éxito como endofitos
que otros y el grado en que su cepa determina su tasa
de supervivencia dentro de la planta; (c) como viajan
los hongos endofiticos a la planta, ya sea a través de
semillas, conidios del suelo, entre otros; (d) las formas
en que las plantas y los insectos que se alimentan
son afectados por los endofitos; y (e) las formas en
que los endofitos se benefician de las plantas. A pesar
de los numerosos estudios sobre endofitos, es cierto
que solo se han estudiado muy pocas especies. Se
cree firmemente que todavia hay miles de endofitos
inexplorados debido a la limitada investigacion en este
campo. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de
descubrir y evaluar estas cepas endofiticas desconoci-
das.

Como se aprecia a través de este articulo de revi-
sion, los hongos endofitos forman con sus hospedantes
relaciones bidticas muy complejas e intensas, que en
la actualidad no son posibles de comprender totalmen-
te. Los avances de la ciencia sobre la agrupacion de
esos hongos, de acuerdo a sus efectos sobre las plantas
y las combinaciones entre ellos, se consideran insufi-
cientes, debido a la diversidad y complejidad de los
mismos. En tal sentido, la introduccion de los HE,
en combinacion con otros agentes de control biologi-
co microbianos o invertebrados, requiere de un cono-
cimiento profundo de las interacciones multitroficas

que se desarrollan en determinado agroecosistema, la
influencia de factores abioticos, aspectos referentes
a su inoculacion (tipo, dosis, frecuencia) que, de no
tenerse en cuenta, pueden dar al traste con los efectos
deseados.
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