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CAPACIDAD DE COLONIZACION DE CEPAS DE Trichoderma spp.

ASOCIADAS A RAIZ DE BANANO



RESUMEN

Se evalud el crecimiento enddédfito de una mezcla de cinco
especies de Trichoderma (T. spirale, T. longibrachiatum, T.
parareesei, T. andinense y T. hamatum) en dos variedades de
banano y el efecto independiente de cada wuna, asi como el
enraizamiento y la mortalidad de las variedades colonizadas con
especies enddfitas.

Para lo cual se inoculdé wuna concentracién de 1x10*
esporas/mL de Trichoderma en 35 plantas de banano in vitro de
la wvariedad Williams vy 35 plantas de la variedad francés
repartidas en 7 frascos los cuales se incubaron a temperatura
ambiente. Después de 10 dias se evalud el tipo de colonizacidn
en raiz y bréacteas. Para evaluar la colonizacidén en el
tratamiento mezcla se realizd una prueba de reaccidén en cadena
de la polimerasa (PCR) . Posteriormente, las unidades
experimentales se sembraron en una mezcla 1:1:3 (una parte de
agrolita y una parte de peatmoss por tres de tierra de monte) vy
después de 3 meses se evalud la longitud, el didmetro de raiz
y la mortalidad de las plantas.

La mayor colonizaciédn enddfita en raiz de bananos de la
variedad Williams se observé con T. hamatum mientras que para
los bananos de la variedad Francés, T. parareesei mostrd mayor
colonizacibén enddfita sin embargo, no se obtuvieron resultados
significativos dela colonizacidén en bréactea. Por otra parte, en
los tratamientos mezcla detectadas con la prueba de reaccidén en
cadena de la polimerasa (PCR) las secuencias de T. andinense y
T. parareseeli mostraron mayor similitud a la mezcla en la
variedad Francés, vy T. parareesei en la variedad Williams.
Finalmente, no se observd relacidn directa entre la

colonizacidén enddfita y el crecimiento radicular.



Palabras clave: Trichoderma spp., colonizacidén, banano,

raiz.

COLONIZATION CAPACITY OF STRAINS OF Trichoderma spp.
ASSOCIATED WITH BANANA ROOTS



ABSTRAC

Growth was evaluated the increase endophitic in five
species mixture of Trichoderma (T. spirale, T. longibrachiatum,
T. parareesei, T. andinense y T. hamatum) in two variety of
banana and the independtent affect each one also was evaluated,
as well as the rooting and the mortality of the colonized
varieties with endophitic species.

For which a concentration of 1x10* spores/mL of
Trichoderma was 1inoculated in 35 plants of banana in vitro
Williams variety and 35 plants of French variety, which were
repeteated in 7 jars and incubated at room temperature. After
10 days, the type of colonization in roods and bracts was
evaluated. To evaluate colonization in the mixed treatment, a
polymerase chain reaction (PCR) test was performed. After, the
experimental units were planted in a mixture 1:1:3 (a part of
agrolita and a part of peat by three of mount earth) and after
3 months the length, diameter of root and plant mortality were
evaluated.

The most endophitic colonization in banano roots of
Williams variety was observed whit T. hamatum while for bananos
French wvariety, T. parareesei showed the most endophitic
colonization, however, no significant results were obtained
from colonization in the bract. On the other hand, in the mixed
treatments that detected with the polymerase chain reaction
test (PCR) the sequences 1in T. andinense and T. parareeseil
showed greater similarity to the mixture in the French variety,
and T. parareesei in Williams variety. Finally, no direct
relationship was observed between endophytic colonization and
root growth.

Keywords: Trichoderma spp., colonization, banana, root.



I. INTRODUCCION

Las especies pertenecientes al género Trichoderma se
caracterizan ©por ser hongos saprofitos y antagonistas, se
pueden encontrar en suelos de todas las latitudes, desde =zonas
polares hasta la ecuatorial (Rodriguez, 1990). Este hongo es
capaz de colonizar los érganos de las plantas creciendo también
entre sus células (endofiticamente) dependiendo de la especie a
la que pertenece (Dinesh yPrateeksha, 2015). La efectividad de
colonizacidén estd condicionada por la habilidad de cada
microrganismo para sobrevivir y proliferar sobre la raiz en el
tiempo y en la presencia de microflora (De Wegeret et al.,
1988; Lugtenberget et al., 1999).

La importancia de la colonizacidén es que las plantas
muestran mayor crecimiento de tallo, generacidén de raiz vy
capacidad de resistencia al ataque de enfermedades, ademéds de
inducir cambios en su transcriptoma y proteger del estrés
abidético (Fenget et al., 2015; Dinesh y Prateeksha, 2015).

Aunque existe informacidén sobre crecimiento interno de
hongos en las plantas, en platano existen pocos estudios acerca
de su colonizacidédn. Al respecto, estudios realizados por Xia
et al., (2010) sobre la distribucién endofiticas y epifiticas
de especies en banano, encontraron que varios aislados de T.
asperellum , T. virens , T. brevicompactum , y H. lixicrecen
como especies endofiticas en raices de bananos, por lo qgue
estos autores infieren que Trichoderma puede adaptarse y crecer
sobre y dentro de la raiz, sin embargo, a pesar de que existe
informacidén sobre su estilo de vida existen poco estudios que
muestren la relacidén (enddfito o epifito) entre la respuesta a
la colonizacién de las diferentes variedades de bananos y 1la

generacidén de raices, elongacidén de tallo y el enraizamiento,



razén en por la cual el objetivo de este trabajo fue estudiar
la capacidad de enraizamiento de acuerdo a la capacidad de
colonizacidédn de cada especie de Trichoderma vy variedad de

banano.



II. OBJETIVOS

2.1. General

Estudiar 1la capacidad de enraizamiento de acuerdo al
grado y tipo de colonizacidén enddéfita de cada especie de

Trichoderma en las variedades de banano Francés y Williams.

2.2. Especificos

Evaluar el crecimiento endéfito de cinco especies de

Trichoderma en dos variedades de banano.

Determinar el numero de especies enddfitas recuperadas al
inocular una mezcla de cinco especies de Trichoderma en raices

de dos variedades de banano.

Determinar la capacidad de enraizamiento (longitud vy
didmetro de raiz) de dos variedades de banano colonizados con

especies de Trichoderma.

Determinar la mortalidad de plantas en relacidén al
crecimiento enddéfito de especies de Trichoderma en dos

variedades de banano.



III. HIPOTESIS

La capacidad de enraizamiento en las variedades de banano

Francés y Williams manifestada en elongacién y grosor ocurre
mayormente si existe una colonizacidén enddfita de las especies

de Trichoderma.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Origen y distribucién del banano

El banano es procedente del Sudeste Asiatico, en
especifico de Papua Nueva Guinea de acuerdo con vestigios
encontrados que indican que este sitio fue el lugar de origen,
aunque en la actualidad todavia se encuentra en estado salvaje
en Filipinas e incluso en Papta Nueva Guinea e
Indonesia (Lassoudiere, 2010; Robinson y Galén, 2011).

Segun Robinson y Galédn (2011), no se conoce con exactitud
cébmo fue la difusidén inicial del cultivo de banano desde su

centro de origen a otros lugares, sin embargo, las principales

etapas de distribucidn y comercializacidén fueron 1las
siguientes:
*» 500 d.C. —-Introduccién en Africa desde Indonesia a través

de Madagascar.

» 1000 d.C. -Dispersidédn en la Polinesia e introduccidn en
el Mediterraneo durante la expansién del Islam.

= 1300-1400 -Introduccidén en las Islas Canarias procedente
de Africa Occidental.

» 1516 -Introduccidén en el nuevo mundo (Santo Domingo)
desde las Islas Canarias.

» 1500-1800 -Distribucidén de bananas y plétanos en América
tropical.

» Comienzos del siglo XIX -Introduccidén en al nuevo mundo
de los cultivares “Pequefila Enana” y “Gros Michel” desde
el Sudeste de Asia.

» Finales del siglo XIX —-Inicio del comercio internacional.

* Comienzos XX -La banana se convierte en un alimento de

consumo generalizado en los mercados de los paises de



clima templado del hemisferio occidental y también del
Sudeste de Asia.

1993 -Creacidén de la Organizacidén Comun del Mercado (OCM)
para la banana en la Unidén Europea basada en un sistema
de contingentes y otras ayudas compensatorias para los
productores europeos y paises ACP (Africa, Caribe vy
Pacifico).

Siglo XXI -Las continuas quejas de los paises del aérea
délar conducen a la adopcidén de un sistema exclusivamente
arancelario en el mercado de la Unidén Europea. Las bajas
tarifas aplicadas a las importaciones de  bananas
procedentes del 4&rea ddélar acentuan la tendencia a un
mercado de Dbananas mas liberalizado. Se alcanza un

acuerdo final en 2010.

4.2. Taxonomia del banano

en:

4.3.

Musa spp.se ubica taxondémicamente segun Simmonds (1973)

Reino: Vegetal
Divisidén: Angiosperma
Clase: Monocotileddbénea
Orden: Escitameneae
Familia: Musaceae

Género: Musa

Importancia del banano

A nivel mundial los principales paises productores de

banano son India, Filipinas, China, Ecuador, Brasil, Indonesia,

Tanzania, Guatemala, Costa Rica y México. Este ultimo en el



2017 ocupo el décimo lugar con una producciédn de 2, 232,360
millones de toneladas, con una superficie de 75,810 hectéareas,
las cuales tuvieron un rendimiento de 29.4 +toneladas por
hectédrea, esto representd una produccién del 2%. Actualmente,
los estados que sostienen la produccion mexicana de platano son
Chiapas, Tabasco, Veracruz, Nayarit, Michoacén, Colima,
Jalisco, Guerrero, Oaxaca y Puebla generando un total de 4,

787,969 millones de pesos mexicanos (FAO, 2017).

4.4. Problemas del banano

Ademas de la comercializacidén la cual es la Ultima fase
del proceso de produccidén de banano, existen problemas qgue
repercuten evidentemente desde el inicio y durante el proceso
de produccidén, entre los principales problemas estéan 1los
relacionados con plagas y enfermedades, estas uUltimas han sido
en muchos casos muy devastadoras y han llevado a la extincidn
casi total de algunos clones de bananos. Este es el caso de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 (E.F. Smith) W.C.
Snyder & H.N. Hansen. (Xia et al., 2010) gque acabdé con el
plédtano manzano, y la raza 4 que es aun mas agresiva y letal ya
que ataca a la mayoria de las variedades de bananos vy

actualmente se dispersa en paises productores de esta fruta.

4.5. Problemas del banano in vitro y adaptacién en vivero

De acuerdo con la letalidad de las enfermedades presentes
en banano, se buscan alternativas que disminuyan los riesgos de
ataque de estas enfermedades y aseguren de sanidad del cultivo.

De aqui que se ha optado por el uso de planta reproducida in



vitro las cuales disminuyen la posibilidad de transmisidén vy
dispersién de enfermedades.

Sin embargo, aunque con esta técnica pareciera que se ha
dado solucidén en gran parte al problema de enfermedades,
existen limitantes en el ©proceso de reproduccidédn de estas
plantas debido a los requerimientos nutricionales y hormonales
para su reproduccidén en el medio de cultivo y posteriormente en
la fase de adaptacidén, que representa un cambio de las
condiciones del medio en el que se desarrolla y 1las nuevas
condiciones a las que se debe adaptar la planta.

Los principales factores que influyen en la adaptacidén de
la planta y que estidn relacionados en mayor medida con su
mortalidad durante esta fase se encuentran, la poca cantidad de
raices con que cuenta la planta al momento del trasplante, el
tamafio de las plantas gque se van a trasplantar, la sanidad del
sustrato que se usard. Este ultimo relacionado con la presencia
de enfermedades causadas por hongos (Fusarium sSp., Rhizoctonia
sp, entre otras) que puedan atacar a 1la raiz de plantas
pequefias y la presencia de nematodos comunes en banano como

Radophulus similis.

4.6. Trichoderma usado para el control de fitopatdégenos

Especies del género Trichoderma han probado ser efectivas
contra especies del género Fusarium y también ha demostrado que
puede disminuir los efectos negativos que causa Rhizoctonia
solani Kuhn (Infante et al., 2009), e incluso Sitoka et al.,
(2008) reportan la disminucidén el usd de este género para el
bio-control de nematodos, en el cuadro 1 se puede observar
algunos fitopatdgenos gque son controlados con Tricoderma. En

general el género Trichoderma induce a mayor crecimiento de



tallo,
de enfermedades,
y proteger del

Prateeksha, 2015

ademéds de inducir cambios en su transcriptoma

estrés

) .

abidtico

(Fenget al.,

generacién de raiz y capacidad de resistencia al ataque

2015;

Cuadro 1l.Fitopatdégenos controlados por Trichoderma.

Fitopatégeno Especie de

controlado por | Enfermedad Cultivo p

: Trichoderma
Trichoderma

Colletotrichum | Antracnosis | Papa, T. harzianum

gloeosporioide tomate, T. koniingii

s frijol, T. pseudokonigii

fresa, T. aureoviride
flores, T. viride
tomate.

Fusarium Pudricidn Maiz. T. harzianum

moniliforme T. virens,

T. longibranchiatum
Phytophthora Gota Papa, T. asperellum
infestans pepino de T. harzianum
agua.

Phytophthorasp | Pudricidn Tabaco, T. harzianum

p. flores, T. aureoviride
Frutales, T. longibranchiatum
etc.

Pythium spp. Pudricidn Varios T. harzianum
algodonosa, |cultivos. T. viride
volcamiento T. longibranchiatum

Fusarium Marchitamie | Papa, T. harzianum

oxysporum ntos tomate, T. koniingii
vasculares frijol, T. lignorum

platano, T. aureoviride
maiz,
clavel.

Rhizoctonia Pudriciédn Zanahori, T. harzianum

solani algodonosa, | tomate, T. koniingii
volcamiento | lechuga, T. pseudokonigii

col, café, T. virens

papra, T. viride

cebolla, T. hamatum

ajo, T. longibranchiatum
pimentdn.

Fuente:Chet and Inbar, 1994, modificado por Cobos, 2010.

Dinesh vy
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4.7. Taxonomia de Trichoderma

Trichoderma se ubica taxondmicamente segun Villegas
(2005) en:

Reino: Fungi

Divisidén: Mycota

Subdivisién: Eumycota

Clase: Hyphomycetes

Orden: Moniliales

Familia: Moniliaceae

Género: Trichoderma

4.8. Mecanismos de accidén de Trichoderma

De acuerdo con Xiaet al., (2010) la accidn
biocontroladora de Trichoderma tiene diferentes mecanismos de
accidén como son; competencia, microparasitismo y antibiosis,
los cuales regulan el desarrollo de los hongos fitopatdgenos.
Estos mecanismos se ven favorecidos por la habilidad de 1los
aislamientos de Trichoderma para colonizar la rizosfera de las
plantas.

Ademds de los mecanismos anteriores se conoce que
Trichoderma presenta otros cuya accidén biorreguladora es de
forma indirecta, por ejemplo, los que inducen mecanismos de
defensa fisioldégico y bioguimico como es la activacién en 1la
planta por compuestos relacionados con la induccidén de
resistencia (Harman, 2000), la detoxificacidén de toxinas
excretadas por patdédgenos y la desactivacidén de enzimas de estos
durante el proceso de infeccidén, la solubilizacidén de elementos
nutritivos que en su forma original no son accesibles para las
plantas (Infante et al., 2009). Trichoderma tienen ademds la

capacidad de crear un ambiente favorable al desarrollo
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radicular vya que existe competencia, microparasitismo vy
antibiosis 1lo qgue aumenta la tolerancia de las plantas al

estrés (Harman, 2003).

1) Competencia

La competencia constituye un mecanismo de antagonismo muy
importante. Se define como el comportamiento desigual de dos o
mas organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la
utilizacidédn de este por uno de los organismos reduzca la
cantidad o espacio disponible para los demds. Este hongo tiene
una excelente habilidad como competidor por espacio y recursos
nutricionales, aunque la competencia depende de 1la especie
(Wardle et al., 1993). Trichoderma estd bioldgicamente adaptado
para una colonizacidén agresiva de los sustratos y en
condiciones adversas para sobrevivir, fundamentalmente, en
forma de clamidosporas. La alta velocidad de crecimiento,
abundante esporulacidén y la amplia gama de sustratos sobre los
que puede crecer, debido a la riqueza de enzimas qgque posee,
hacen que sea muy eficiente como saprdéfito y atn més como
agente de control bioldgico (Hjeljord y Tronsmo, 1998; Pérez,

2004) .

La competencia por nutrientes puede ser por nitrdgeno,
carbohidratos no estructurales (azlicares y polisacaridos)
(Stefanova et al., 1999) y microelementos. Por ello, cuando se
emplea fertilizacidén completa o existe exceso de algunos de los
componentes de los fertilizantes e inclusive en los suelos con
alto contenido de materia orgédnica, este tipo de antagonismo es
poco eficaz.

La competencia por sustrato o espacio depende de si el

mismo estd libre de patdgenos (sustrato estéril) o si hay una
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micobiota natural. En el primer caso, la wvelocidad de
crecimiento del antagonista no determina la colonizacién
efectiva de los nichos, sino la aplicacidén uniforme del mismo
en todo el sustrato. $Sin embargo, en el segundo caso la
velocidad de crecimiento, juntamente con otros de los
mecanismos de accidén del antagonista, es determinante en el
biocontrol del patdgeno y colonizacidén del sustrato (Infante et

al., 2009).

2) Microparasitismo

El microparasitismo es definido como una simbiosis
antagbénica entre organismos, en el gue generalmente estan
implicadas enzimas estructurales tales como quitinasas,
celulasas, y que se corresponden con la composicidén vy
estructura de las paredes celulares de los hongos parasitados
(Ulloa, 1990).

Las especies de Trichoderma durante el ©proceso de
microparasitismo crecen quimiotrdépicamente hacia el hospedante,
se adhieren a las hifas de este y se enrollan en ellas
penetrandolas en ocasiones. La degradacidén de las paredes
celulares del hospedante se observa en los estados tardios del
proceso parasitico (Carsolio et al., 1999) que conlleva al
debilitamiento casi total del fitopatdgeno.

Chet vy Benhamou (1998) describieron cuatro etapas del
microparasitismo para Trichoderma, el desarrollo de cada etapa
depende de los hongos involucrados, de la accidén biotrdéfica o
necrdética del antagonista.

Crecimiento quimiotréfico: El1 quimiotropismo positivo es
el crecimiento directo hacia un estimulo quimico (Chet e Inbar,
1994). En la etapa de 1localizacidén del hospedante, se ha

demostrado que Trichoderma puede detectarlo a distancia y sus



13

hifas crecen en direccidén al patdgeno como respuesta a un
estimulo gquimico.

Reconocimiento: El1l reconocimiento es especifico solo para
ciertos tipos de patdgenos. E1 reconocimiento se realiza a
través de interacciones lectinas-carbohidratos. Las lectinas
son proteinas enlazadas a azucares o glicoproteinas, las cuales
aglutinan células y estdn involucradas en 1las interacciones
entre los componentes de la superficie de las células y su
ambiente extracelular.

Adhesidn y enrollamiento: Cuando la respuesta de
reconocimiento es positiva, las hifas de Trichoderma se
adhieren a las del hospedante mediante la formacién de
estructuras parecidas a ganchos vy apresorios, se enrollan
alrededor de estas, todo esto estd mediado por procesos
enzimdticos (Pérez, 2004). La adherencia de las hifas de
Trichoderma ocurre gracias a la asociacidén de un azutcar de la
pared del antagonista con una lectina presente en la pared del
patdbgeno (Martinez et al., 1994).

Actividad litica: En esta etapa ocurre la produccidédn de
enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente quitinasas,
glucanasas y proteasas, que degradan las paredes del hospedante
y posibilitan 1la penetracidédn de las hifas del antagonista
(Haramet al., 1990).

Trichoderma excreta muchos metabolitos dentro de ellos
enzimas (celulasas, glucanasas, lipasas, proteasas y
guitinasas) que participan en la lisis de la pared celular de
las hifas del hospedante, facilitando la insercion de
estructuras especializadas y de hifas de Trichoderma, que
absorben nutrientes del interior del Thongo fitopatdgeno

(Eveleigh et al., 1986).
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3) Antibiosis

La antibiosis es la accidén directa de antibidticos o
metabolitos téxicos producidos por un microrganismo sobre otro
sensible a estos.

Muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos
secundarios voléatiles y no volatiles, algunos de los cuales
inhiben el desarrollo de otros microorganismos con los que no
hacen contacto fisico. Tales sustancias 1inhibidoras son

consideradas antibidéticos (Hjeljord y Tronsmo, 1998).

4.9. Beneficios que aporta Trichoderma a las plantas

Las especies pertenecientes al género Trichoderma se
encuentran presentes en todas las latitudes, desde zonas
polares hasta la ecuatorial y se caracterizan por ser hongos
saprofitos que sobreviven descomponiendo diferentes cantidades
de materia organica del suelo, y en determinadas condiciones
este hongo puede ser anaerobio facultativo. La distribucidén tan
amplia de este género vy su plasticidad ecoldgica esté
estrechamente relacionada con su alta capacidad enzimatica para
degradar sustratos, y con su metabolismo y resistencia verséatil
a inhibidores microbianos (Xia et al., 2010).

El género Trichoderma tiene efecto directo en 1la
inhibicién de fitopatdédgenos mejorando la nutricidén de las
plantas. Este Gltimo efecto ocurre en forma diferencial
dependiendo de la especie empleada; por ejemplo, Calvet et al.,
(1993) reportaron un efecto significativo de crecimiento de
plantas de Tagetes erecta al inocularlas con T. aureoviride y
T. harzianum), en contraste con la inoculacidén de T.
pseudokoningii a plantas de soya las cuales mostraron un efecto

inhibitorio de crecimiento (Martinez et al., 2004).
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En variedades de platano este tipo de hongos ha sido
pobremente estudiado en vivero, sin embargo, existe informacién
de aislamiento de especies endofitas de Trichoderma spp. Del
cilindro central del banano en campos de América Central
(Pocasangre et al., 2000).

Un enddéfito es un endosimbionte, frecuentemente una
bacteria o un hongo que vive dentro de la planta sin causarle
aparentemente enfermedad alguna. Los enddéfitos pueden ser
antagonistas efectivos de los ©patdégenos de las plantas
estimulando la produccidén de productos gquimicos del huésped, 1lo
que inhibe el crecimiento de organismos patdgenos e incluso
pueden estimular el crecimiento de la planta. A pesar de dgue
los enddédfitos son ubicuos y se han encontrado en todas las
especies de plantas estudiadas hasta la fecha, la mayoria de
las relaciones endéfito-planta no se entiende bien (Robinson y
Galéan, 2011).

Por el contrario, los microorganismos simbiontes epifitos
son aquellos que viven en la superficie de las plantas vy
obtienen sus elementos nutritivos de 1la planta, pero no le
causan ningun dafio.

Zum Felde et al., (2006), aislaron hongos enddéfitos de
cuatro plantas de pléatanos en campos de Guatemala y
descubrieron que Fusarium y Trichoderma spp. fueron los
enddéfitos mads cominmente encontrados. Cinco afios méds tarde, Xia
et al. (2010), analizaron raices de plantas de Dbanano vy
encontraron due las especies T. asperellum y T. virens son
endofitas; mientras que las especies T. asperellum, T. virens,
T. koningiopsis, y T. atroviride son epifitas. Solo dos
especies en este estudio fueron encontradas en ambos nichos T.

asperellum y T. virens.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lugar del experimento

El experimentdé fue establecido en la Facultad de
Ingenieria Agrohidrdulica de la Benemérita Universidad Autdnoma
de Puebla, ubicada en San Juan Acateno, Teziutlédn, Puebla,
Mexico; el cual estd localizado entre la latitud 19°52’34.24”N
y longitud 97°21’38.77”0 (Figura 1). Se encuentra a una altitud
de 1669 metros sobre el nivel del mar. Se registran
precipitaciones de 1100 a 3600 milimetros anuales (INEGI,

2009) .

98 98 97 97 96 96 95 95
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Facultad de Ingenieria
Agrohidraulica
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Figura 1. Localizacién geografica del experimento.

Fuente: Elaboracién propia con datos de CONABIO 2018.
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5.2. Obtencién del material vegetal y cepas de Trichdoerma

Se utilizaron 35 plantas de Dbanano de la variedad
Williams y 35 plantas de la variedad francés las cuales fueron
obtenidas del laboratorio Nature Source Improved Plants. Estas
plantas fueron de la cuarta generacidn in vitro, las cuales se
agruparon en 5 plantas por frasco con el fin de establecer 1los
tratamientos, los cuales se formaron con 5 cepas de Trichoderma
(Cuadro 2) obtenidas de la coleccién de la Facultad de
Ingenieria Agrohidrédulica de la Benemérita Universidad Autdnoma

de Puebla con la siguiente descripcién:

Cuadro 2. Descripcidén de especies de Trichoderma utilizados.

NUMERO DE ACCESION DEL NUMERO DE
ESPECIE

BANCO DE GENES AISLADO

T. spirale MK086990 VB2IT2
T. longibrachiatum MK086985 VB8IT1
T. parareesei MK086987 VB10IT1
T. andinense MK086991 VB26IT1
T. hamatum MK086996 VB21IT2

De cada una de las especies se reactivd su crecimiento en
placas de Petri con 15 mL de medio de cultivo Papa Dextrosa
Agar (PDA) marca BD Bioxon esterilizado, preparado de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (Anexo 1) y posteriormente
se prepard una concentracidédn de esporas para su inoculacidén en

plantas.

5.3. Preparacién de concentracién de cepas de Trichoderma

Con la ayuda de una micropipeta se colocaron 100 pL de

glicerol con esporas sobre el medio de cultivo y con un
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tridngulo de cristal estéril se esparcieron, y cada una de las
cajas se etiqueto y sello con cinta parafilm (Bemis) vy
posteriormente fueron incubadas a 30 °C+ 2 °C por 5 dias
observando constantemente su crecimiento. Pasado este tiempo,
del crecimiento de esporas de cada especie de Trichoderma se
cortd un circulo de 0.5 cm de didmetro y se coloco en contacto
con el centro de un circulo de pelicula de papel celofén
adherido sobre medio de cultivo PDA contenido en una nueva
placa Petri. Todas las cajas fueronincubadas a 30 °Cx 2 °C por
5 dias.

Después de 5 dias de crecimiento sobre la pelicula de
papel, de cada una de las especies crecidas se retird con una
espatula toda la espora de la superficie y se colocd en un vial
con 5 mL de Tween 80 a 0.03 %, y a cada solucidén obtenida se le
determino la concentracién de 1x10° esporas por mL' en una
cédmara de Neubauer (Anexo 2). Una vez obtenida la concentracidn
de cada especie (tratamientos), en un tubo de 1500 pL se agregd
100 pL de cada una de éstas y se realizd una mezcla, la cual
represento el tratamiento nUmero seis. De cada tratamiento se
colocaronl0 pL de solucién en 4 puntos marcados con circulos
sobre la superficie de una placa Petri con medio de cultivo
PDA. Todas las cajas fueronincubadas a 30 °Cx 2 °C por 5 dias

(Figura 2c).

5.4. Inoculacién de Trichoderma en plantas de platano

Transcurridas las 24 horas de incubacién cada una de las
especies fue visualizada en el microscopio compuesto (Figura 2
a y b), y dos circulos de 0.5 cm de diadmetro del medio de
cultivo fueron cortados, extraidos vy colocados entre la

superficie del medio de cultivo y las paredes del frasco de las
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plantas enraizadas (Figura 2 c). Las plantas inoculadas fueron
incubadas a temperatura ambiente 27°C+ 2°C por 120 horas.
Posteriormente fue observado en un microscopio compuesto el
crecimiento del micelio sobre el tejido de cada una de las
plantas (Figura 2 d) enraizadas en cada frasco y se determind

el tipo de colonizacién.
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5.5. Colonizacién endéfita de especies de Trichoderma en

plantas de banano inoculadas

En raiz: Se tomaron 5 raices secundarias de cada planta
de las cuales se realizaron cortes longitudinales con una
navaja marca Gillette®, se tifieron con azul de lactofenol al 1
% y se colocaron entre un portaobjetos y un cubreobjetos,
posteriormente se visualizaron en el microscopio compuesto
(LEICA) para detectar micelio intercelular.

Después de la observacidn se contd la cantidad de raices

colonizadas endéfitamente por especie inoculada y por variedad

analizada.

En bracteas: De la base del tallo se extrajeron y lavaron
trozos de tejido de 0.5 cm cuadrados (cm?’) de la segunda
bradctea de cada una de las plantas del frasco. Cada trozo fue
tefiido con azul de 1lactofenol al 1 % y se colocd entre un
portaobjetos y un cubreobjetos, posteriormente se visualizd en
el microscopio compuesto (LEICA) para detectar micelio enddfito
o epifito.

Para determinar el efecto de los tratamientos fue
realizado un analisis de wvarianza con la prueba de Kruskal-

Wallis y una comparaciédn de medias por la prueba Tukey con el

paquete estadistico SAS versidén 9.0 para Windows.

5.6. Identificacién de especies de Trichoderma de raices de

banano inoculadas en mezcla

Crecimiento de micelio: Después de 120 horas de inoculacidn
con la mezcla de las 5 especies de Trichoderma no se pudo

identificar a simple vista la especie de hongo crecida, asi que
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se extrajeron trozos de tejido de 0.5 cm? de la segunda bréactea
de cada una de las plantas y se colocaron sobre una pelicula de
papel celofédn adherido sobre el medio del cultivo agar de papa
dextrosa contenido en una placa de Petri la cual se selld con
cinta parafilm (Marca Bemis) y fue incubada a 31°C+ 2°C por 5
dias. Pasado este tiempo el crecimiento micelial de cada caja
se colocd en un tubo para microcentrifuga estéril de 1500 pL el
cual fue liofilizado por 8 horas en un equipo de liofilizacidn
LABCONCO Freezone de 4,5 litros, para eliminar la humedad vy

realizar la extraccidén del ADN.

Extraccién de ADN: En un tubo estéril de 1500 uL se
colocaron de 0.05 g de micelio 1liofilizado producto de 1la
mezcla de especies de Trichoderma. Cada tubo fue colocado en un
flotador y éste a su vez en nitrdédgeno liquido, asi mismo se
agregd nitrégeno liquido en el interior de cada tubo y fue
macerado con micro pistilo. Posteriormente se procedidé de
acuerdo al protocolo de extraccidn de ADN (Anexo 3) con ligeras
modificaciones. Para evaluar la calidad del ADN extraido se
utilizé una camara de electroforesis horizontal (Marca
Thermoscientific, modelo NANODROP 2000C) mediante un gel de
agarosa al 1.5% que fue visualizado en un transiluminador
(Marca UVP, Modelo 3UV-LMS26) de acuerdo al Anexo 4.

Posteriormente cada muestra de ADN fue almacenada en un

refrigerador a -7°C, para la amplificacidén por PCR.

Amplificacién por PCR del ADN extraido: El1 ADN obtenido
de la mezcla de especies de Trichoderma fue amplificado para la
regién ITS del gen 5.85 rRNA con los primers (White et al.,
1990), AppliedBiosystems, USA, (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Primers para amplificacién.

Iniciador Bases Secuencia
ITS1 19 57 - TCC GTA GGT GAA CCT GCG G- 37
ITS2 20 5 -GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC- 3°

Para lo cual se utilizdé un kit para amplificacidén de PCR
de la marca PROMEGA MADISON, de acuerdo al procedimiento
descrito por Pavone y Dorta (2015) con una mezcla de acuerdo
al cuadro4. Y de acuerdo al programa descrito en el cuadro 5,
utilizando un termociclador de la marca MYCYCLER.

Cuadro 4. Cantidades de amplificacién.

Reactivo Concentracidén |Microlitros (uL)
Trehalosa 10 % 9.5
Buffer 5X 2.5
dNTPS 10 mM 1.5
MgC1l, 25 mM 1.5
Primer ITS1 10 mM 0.75
Primer ITS2 10 mM 0.75

Tag Polimerasa 5 U/ uL 0.5 uL
ADN 20 mM 3 uL
Volumen final 20 L
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Cuadro 5. Condiciones de amplificacién

Grados (°C | Tiempo (min | Ciclo
Proceso

) ) s
Desnaturalizaci

94 5 1
6n inicial
Desnaturalizaci 94 1 36
6n Alineamiento 56 1 36
Extensidn 72 1 36
Extensidén final 72 5 1

Para evaluar los productos de PCR obtenidos se utilizd
una camara de electroforesis horizontal (Marca
Thermoscientific, modelo NANODROP 2000C) mediante un gel de
agarosa al 1.5% vy fue visualizado en un transiluminador (Marca
UVP, Modelo 3UV-LMS26) (Anexo 4). De cada gel se tomaron fotos
y cada una de las muestras amplificadas fue conservada en
congelacién a -10 °C.

Los resultados de la secuenciacién del ADN amplificado
fueron editados con el programa BioEdit versién 7.1.9 (Hall,
1999) (figura 8) y el arbol filogenético fue generado con el
método Neighbor-joining utilizando el programa Mega versidn

3.6 (Tamura et al., 2011) (figura 7).

5.7. Relacidén entre colonizacién endéfita, peso, elongacién y

didmetro de raices de banano

Para determinar la capacidad de enraizamiento de cada una

de las especies y la mezcla de las <cinco especies de
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Trichoderma, se prepard un sustrato de una mezcla de agrolita,
tierra de monte y peatmoss a razdén de 1:1:3; una parte de
agrolita y una parte de peatmoss por tres de tierra de monte el

cual se colocd en tubetes negros disefiados especificamente para

plantulas (Figura 3).
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Después de 10 dias de 1la inoculacidén con Trichoderma
todas las pléntulas enraizadas se sacaron de los contenedores
con medio de cultivo, el cual fue retirado con agua corriente vy
se dejdé reposar en una solucidédn de estreptomicina 50 mg por
mL~'. Posteriormente todas las plantas fueron sembradas en el
sustrato preparado previamente y fueron mantenidas a
temperatura ambiente por tres meses para determinar el efecto
de los tratamientos en la generacidén de follaje y raiz. Para
éste Ultimo paso se retird toda la tierra de la raiz de cada
planta, se pesdé en una balanza de precisidén y se midid 1la
longitud vy didmetro de 1la raiz con un vernier. Los datos
obtenidos fueron recopilados en una libreta de notas para su
anadlisis posterior.

Para el establecimiento del experimento se utilizaron 6
tratamientos (5 especies, una mezcla de las 5 especies) y un
testigo para cada una de las variedades de banano, donde la
unidad experimental fue wuna planta con 5 raices y 5
repeticiones, en un disefio completamente al azar.

Como los datos obtenidos de colonizacidén fueron nominales
(presencia de colonizacidén= 1, Ausencia de colonizacién= 0) vy
se distribuyeron de manera binomial y no como una distribucién
normal por lo quese realizdé el andlisis con la prueba de
Kruskal- Wallis para conocer el efecto diferente entre 1los
tratamientos:

Hy: T,=T,=.T,;VS H : Al menos un T, tiene un efecto diferente al
de los demés.

Estadistico de prueba:



26

K R?
= _12 >3V 4D
NN+ 1}

— M;
i=] 1

H

N= Numero total de datos en el experimento
R,= Suma de los rangos de los datos que pertenecen al i-ésimo
tratamiento

r,= Numero de repeticiones para el i-ésimo tratamiento

Y también conocerla existencia de diferencia minima
significativa entre las especies de Trichoderma en funcidén a la
variedad de banano probadaa través dela comparacidén multiple de

medias de los rangos:

Hipbtesis a probar

H,:T,=T, VS H_:T #T,
Para conocer la relacidén entre el efecto de los
tratamientos con las variables respuesta se realizo un analisis

de regresidén lineal:

Ho: R, =0 Vs Ha: B,# O
El modelo de regresidn no El modele de regresidn es
es adecuado para describir adecuado para describir
el comportamiento de los el comportamlento de los
datos. datos.

Y un anadlisis de correlacidén entre los datos de
colonizacién enddfita y los datos de peso, longitud y didmetro
de raiz en las plantas de la variedad Francés al ser inoculadas

con T. andinense:
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Ha: Existe correlacidén entre los datos de colonizacidn
enddéfita y los datos de peso, longitud y didmetro de raiz en
las plantas de la variedad Francés al ser inoculadas con T.

andinense si el coeficiente de correlacidn es #0

HO:r =0 vsHa:r #0

5.8. Relacién entre mortalidad de plantas de banano y

colonizacidén endéfita de Trichoderma en raiz

Para determinar la relacién entre la mortalidad de
plantas de bananos y la colonizacidédn enddéfita de especies de
Trichoderma en raiz, después tres meses de llevarse a cabo el
experimento se contabilizaron las plantas muertas y las que
sobrevivieron, y con los datos numéricos obtenidos hizo un
andlisis con la prueba de Kruskal-Wallis con una confiabilidad
del 95 %y una prueba de correlacidén simple entre los datos de
colonizacidén enddéfita y el numero de plantas muertas. El
anadlisis se realizd con el paquete estadistico SAS version 9.0

para Windows.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Colonizacién enddéfita de especies de Trichoderma en

plantas de banano inoculadas

Se observdé micelio interno en los tejidos de plantas
inoculadas con todas las especies de Trichoderma, tanto en la
variedad William como en la variedad Francés e incluso en
tejidos de plantas inoculados con la mezcla de las 5 especies

de Trichoderma (Figura 4).
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También se observd presencia de micelio externo sobre la
superficie de las bracteas de la base del tallo de algunas
plantas (Figura 5a), dicho micelio no se observd que pudiera

estar dentro del tejido (Figura 5c).

Figura 4. Crecimiento de micelic interno en raiz de

plantas de banano variedad Williams y Francés (a),
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Figura 5. Micelio externo sobre la superficie de tejido de
bracteas (a), Estoma abierto (b), Células de tejido de

bractea con ausencia de micelio interno (c), nicleo celular
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En raiz: De acuerdo al andlisis de suma de rangos de los
tratamientos formados para la prueba de Kruskal Wallis (Cuadro
6), al menos un tratamiento produjo un efecto diferente a 1los
demds (P <0.05) debido a que el estadistico H (Chi cuadrada)
fue de 31.13 y Pr>Chi cuadrada de 0.0019.

Cuadro 6. Datos reales de crecimiento endéfito en raiz, usados

en la prueba de Kruskal Wallis.

TRATAMIENTOS (T) VARIABLE RESPUESTA

Numero de ralces con
crecimiento enddéfito en

plantas

R1 R2 R3 R4 R5
En variedad Williams
T.spirale (T1) 2 2 1 2 2
T.parareesei (T2) 2 2 2 1 2
T.andinense (T3) 3 3 3 2 1
T.longibrachiatum (T4) 2 2 4 2 2
T.hamatum (T5) 4 3 3 3 1
Mezcla (To) 3 0 1 1 1
Testigo (T7) 0 0 0 0 0
En variedad Francés
T.spirale (T8) 0 2 3 2 4
T.parareesei (T9) 3 2 3 1 3
T.andinense (T10) 0 3 2 1 0
T.longibrachiatum(T11) 3 2 2 3 0
T.hamatum (T12) 3 2 3 0 1
Mezcla (T13) 1 0 0 0 1
Testigo (T14) 0 0 0 0 0
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Mientras que la comparacién miultiple de medias de 1los
rangos indicé que (pr>|T|) <0.05al menos un tratamiento tiene
efecto diferente. Esto se puede ver en elcuadro7, donde 1los
valores en negrita que toma (pr>|T|) son < a 0.05 establecido
para una confiabilidad de 95%. Por 1lo tanto, al comparar las
medias de los rangos en los diferentes tratamientos, resultd
que el mejor tratamiento; gque mostrd mayor capacidad enddéfita
fue T.hamatum en la variedad de banano Williams (Figura 6) a
diferencia de 1los demds tratamientos especialmente con las

mezclas en Williams y Francés, y el testigo (Cuadro8).
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Cuadro 7. Medias de cuadrados minimos para el efecto tratamiento.

(T para HO

dependiente:
i 1
1
2 0
1.0000
3 1.205432
0.2335
4 0.955658
0.3437
5 2.562901
0.0133
6 -0.87964
0.3831
7 0.749323
0.4570
8 1.205432
0.2335
9 -0.81448
0.4191
10 0.532128
0.5969
11 0.195475
0.8458
12 -2.16109
0.0353
13 -2.70408
0.0092

Los valores en négrita son < 0.05,

LS Mean

(i)=LS

rangos de plantas

2

0
1.0000

1.205432
0.2335
0.955658
0.3437
2.562901

0.0133
-0.87964
0.3831
0.749323
0.4570
1.205432
0.2335
-0.81448
0.4191
0.532128
0.5969
0.195475
0.8458
-2.16109
0.0353
-2.70408
0.0092

confiabilidad de 95%.

Mean

(3)

3 4 5 6
-1.20543 -0.95566 -2.5629 0.87964
0.2335 0.3437 0.0133 0.3831
-1.20543 -0.95566 -2.5629 0.87964
0.2335 0.3437  0.0133 0.3831
0.249774 -1.35747 2.085072
0.8037 0.1805 0.0420
-0.24977 -1.60724 1.835298
0.8037 0.1141 0.0722
1.357469 1.607243 3.442541
0.1805 0.1141 0.0011
-2.08507 -1.8353 -3.44254
0.0420 0.0722 0.0011
-0.45611 -0.20634 -1.81358 1.628962
0.6502 0.8373 0.0755 0.1094
0 0.249774 -1.35747 2.085072
1.0000 0.8037 0.1805 0.0420
-2.01991 -1.77014 -3.37738 0.065158
0.0486 0.0826 0.0014 0.9483
-0.6733 -0.42353 -2.03077 1.411767
0.5037 0.6737 0.0474 0.1640
-1.00996 -0.76018 -2.36743 1.075115
0.3172 0.4506 0.0217 0.2873
-3.36652 -3.11675 -4.72399 -1.28145
0.0014 0.0030 <.0001 0.2057
-3.90951 -3.65974 -5.26698 -1.82444
0.0003  0.0006 <.0001 0.0738

/ Pr >
con crecimiento enddéfito.

lel),

7 8
-0.74932. -1.20543
0.4570 0.2335
-0.74932 -1.20543
0.4570. 0.2335
0.456109 0
0.6502. 1.0000
0.206335 -0.24977
0.8373 0.8037
1.813578 1.357469
0.0755 0.1805
-1.62896 -2.08507
0.1094 0.0420
-0.45611
0.6502
0.456109
0.6502
-1.5638 -2.01991
0.1239 0.0486
-0.21719 -0.6733
0.8289 0.5037
-0.55385 1.00996
0.5821 0.3172
-2.91041  -3.36652
0.0053 0.0014
-3.4534 -3.90951
0.0011 0.0003

establecido para una

Variable
9 10
0.814481 -0.53213
0.4191 0.5969
0.814481 -0.53213
0.4191 0.5969
2.019913  0.673304
0.0486 0.5037
1.770139  0.42353
0.0826 0.6737
3.377382 2.030773
0.0014 0.0474
-0.06516  -1.41177
0.9483 0.1640
1.563804 0.217195
0.1239 0.8289
2.019913 0.673304
0.0486  0.5037
-1.34661
0.1839
1.346609
0.1839
1.009957  -0.33665
0.3172 0.7377
-1.34661  -2.69322
0.1839 0.0095
-1.8896  -3.23621
0.0644  0.0021

1.1

-0.19548
0.8458
-0.19548
0.8458
1.009957
0.3172
0.760182
0.4506
2.367425
0.0217
-1.07512
0.2873
0.553847
0.5821
1.009957
0.3172
-1.00996
0.3172
0.336652
0.7377

-2.35657
0.0222
-2.89955

0.0055
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Cuadro 8. Diferencia de colonizacién endéfita de especies de

Trichoderma en dos variedades de banano.

Tratamiento (T)

Media de los rangos

Diferencia con

Especies de ajustados de tratamientos
Trichoderma en crecimiento enddéfito
funcidén a la variedad en raiz
de banano

En variedad Williams

T.spirale (T1) 32.40 T5, T12 y T13

T.parareesei (T2) 32.40 T5, Tl12 y T13

T.andinense (T3) 43.50 T6, T9, T1l2 y T13

T.longibrachiatum (T4) 41.20 T1l1l, T12 y T13

T.hamatum (T5) 56.00 Til, T2, Te6, T7,
T9, T10, T1l1l, T12
y T13.

Mezcla (T6) 24 .30 T3, T5 y T8

Testigo (T7) 7.50 Tl, T2, T3, T4,
TS5, T7, T8, T10 y
T1l1l

En variedad Francés

T. spirale (T8) 39.30 T12 y T13

T. parareesei (T9) 43.50 T6, T9, T12 y T13

T.andinense (T10) 24.90 T3, T5, y T8

T.longibrachiatum(T11) 37.30 T5, T12 y T13

T.hamatum (T12) 34.20 T5, T12 y T13

Mezcla (T13) 12.50 Tl, T2, T3, T4,
TS, T7, T8, T10 y
T1ll

Testigo (T14) 7.50 Tl, T2, T3, T4,
TS, T7, T8, T10 y

T1l1




33

- G0 A
" £0 =Williams
g 2 10 393 43.5 Francés
S 3 32.4 324
oD © 24.3
R P e
CR-R 7575
m @ E
=R ]
L =P o
= m G B
AP &
1 A
‘-t“hg
Figura 6. Diferencias de colonizacidén endéfita de especies
de Trichoderma en dos variedades de banano.

Aunque existe poca informaciédn de crecimiento enddfito de
T. hamatum en banano, Bae et al., (2009) encontraron
crecimiento enddéfito en cacao donde observaron que las plantas
con presencia de estos enddfitos tuvieron mayor tolerancia a la
sequia vy una recuperacidén més rapida, dicho efecto fue
atribuido a que la colonizacién indujo el crecimiento de las
raices y con ello hubo un aumento del contenido de agua que
causd un retraso en muchos aspectos de la respuesta a la
sequia.

De acuerdo con Contreras et al., (2009) muchas especies de
Trichoderma spp. producen y modulan seflales hormonales para
facilitar 1la <colonizacidén de las raices. El1 hongo produce
auxinas que promueven el crecimiento de la raiz que, a su vez,
facilita 1la colonizacién al aumentar el A&area de superficie
disponible.

Trichoderma despliega pequefias proteinas secretadas
similares a la hidrofobina ricas en cisteina para facilitar el
anclaje / fijacidén. Se ha encontrado que dos de estas proteinas

facilitan la unidén a las raices TasHydl de T. asperellum vy
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Qid74 de T. harzianum (Samolskiet al., 2012). Qid74 tiene un
papel importante en el crecimiento lateral de la raiz y la
formacidén y alargamiento del cabello. Trichoderma spp. secreta
proteinas similares a expansina con médulos de unidén a celulosa
y endopoligalacturonasa para facilitar la penetracidén de la
raiz (Dinesh y Prateeksha 2015).

Por otra parte, los resultados con el tratamiento T.
hamatum el cual fue el mejor en la variedad Williams no tuvo
igual adherencia en variedad de banano Francés, lo que sugiere
que la variedad tiene influencia en la adherencia de especies
de Trichoderma, siendo T. parareesei la especie de hongo que
tuvo mayor adherencia en la variedad Francés. Al respecto Badri
et al., (2009) indican que la composicidédn de exudados de las
raices varia con el tipo de cultivar o especie, y los estados
de desarrollo y los factores ambientales, incluyendo el tipo de
suelo, pH, temperatura y comunidades microbiales lo que pudo
tener influencia en el resultado de éste estudio.

El menor efecto en ambas variedades fue presentado por el
tratamiento mezcla, esto es posible debido a que este hongo
tiene wuna excelente habilidad como competidor por espacio vy
recursos nutricionales, aunque la competencia depende de 1la
especie (Wardle et al., 1993), esta competencia también suele
darse entre organismos de la misma especie, si no existen
suficientes nutrientes en el sustrato las 5 especies de

Trichoderma se disputaran el espacio y nutrientes para crecer.

En bractea: De acuerdo al andlisis de los datos reales de

crecimiento enddéfito en bracteas (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Datos reales de colonizacién enddéfita en bractea,

usados en la prueba de Kruskal Wallis.

TRATAMIENTOS (T) VARIABLE RESPUESTA

Numero brécteas con crecimiento
enddéfito en plantas

Bl B2 B3 B4 B5

En variedad Williams

T.spirale (1) 1 1 0 1 0
T.parareesel (2) 0 0 1 0 1
T.andinense (3) 0 1 0 0 0
T.longibrachiatum (4) 1 0 0 0 1
T.hamatum (5) 1 1 1 0 0
Mezcla (6) 1 1 0 1 1
Testigo (7) 0 0 0 0 0
En variedad Francés

T.spirale (8) 0 1 1 1 1
T.parareesei (9) 0 1 1 0 1
T.andinense (10) 1 0 0 0 0
T.longibrachiatum(1l1l) 0 1 0 1 1
T.hamatum (12) 0 0 1 0 1
Mezcla (13) 0 1 1 1 1
Testigo (14) 0 0 0 0 0

Con la prueba de Kruzkal Wallis se obtuvo que H= Chi
cuadrada= 19.74, Pr>Chi cuadrada= 0.1017. No existe diferencia
de crecimiento enddéfito en bréacteas de las diferentes especies
de Trichoderma dependiendo de la variedad de banano debido a
que (pr>Chi cuadrada)> 0.05. Lo que muestra que las brécteas no
son sitios adecuados para la colonizacidédn ni difieren entre
especies. Al respecto Zhang et al., (2014) al realizar estudios
de inoculacién de Trichoderma harzianum y Beauveria bassiana en

raiz y semilla de <cacao 'y Dbanano confirmaron que la
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colonizacidén fue mayor en las partes subterrédneas que en partes
aéreas de ambas especies. Asi mismo, este autor argumenta el
hecho de que estos hongos son transmitidos por el suelo vy
pueden ser —capaces de vivir 'y colonizar la <rizosfera,
aumentando asi la reinfeccidén en las raices. Por otro lado,
Yuan et al., (2018) mencionan que el desarrollo de la comunidad
microbiana de la rizosfera estd altamente correlacionado con
los exudados de la raiz de la planta huésped, de esta manera
las comunidades microbianas que viven en la rizosfera son
determinadas por las raices de la planta huésped y la comunidad

microbiana existente en el suelo.

6.2 Identificacién de especies de Trichoderma de raices de

banano inoculadas en mezcla

Los resultados de la amplificacidén de ADN permitieron la
secuenciacién de 650 bp (figura 8). El1 diagrama de arbol
obtenido mostrdé una menor distancia genética entre la mezcla
aplicada para Dbanano francés (MF") con las especies T.
andinense, T. hamatum, T. spirale y T. parareesei; mientras que
existid® una mayor distancia genética entre la mezcla aplicada a
banano Williams (MW) con las especies T. andinense, T. hamatum,

T. spirale y T. parareesei (Figura 7).
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Mf(Mezcla Frances)

VBaITY
(T. longibrachiatum)

B2IT1 (T. andinense)

VB21IT2 (T. hamatum)

vear2 (T. spirale)

vBI10m1 (T. parareesei)

Mw (Mezcla Williams)

Figura 7. Analisis de especies de Trichoderma incluidas en
los tratamientos y comparadas con la mezcla usada en banano
francés y Williams. El1 arbol filogenétice fue generado con el
método Neighbor-joining utilizando el programa Mega wversién

| 3.6 (Tamura et al., 2011).

Sin embargo, al observar la alineacidén de todas las
secuencias de las especies probadas se puede observar que en el
sitio 440 bp existe una similitud entre T. andinense con las
mezclas probada en banano (MF) y en el sitio 550 bp existe una
similitud entre T. pararesei con las mezclas probada en banano
Francés y Williams (Figura 8), lo que sugiere la colonizacién
enddéfita de estas dos especies al inocularlas como mezcla de
varias especies de Trichoderma. De acuerdo a Stefanova et al.
(1999) se puede dar una competencia por nutrientes como puede
ser por nitrdgeno, carbohidratos no estructurales (azlcares y
polisacéridos) y microelementos lo que no permiten que

proliferen distintas especies a la vez, por lo es posible que
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en este estudio sbélo se desarrollaron aquellas que tuvieron

efecto dominante sobre las demés.
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220

Figura 8. Comparacién de las secuencias de ADN de las especies de T
utilizadas como tratamientos y las secuencias pertenecientes a la m

secuencias fueron editadas con el programa BioEdit wversion 7.1.9 (Hs
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6.3. Relacién entre colonizacién endéfita, peso, elongacién y

diametro en raiz de banano

Aunque en las dos variedades ©probadas se observd
crecimiento endéfito en mayor o menor medida de todas las
especies de Trichoderma, no se observd una relacidn entre la
colonizacidén de la raiz de las unidades experimentales con cada
uno de los tratamientos vy las variables respuesta peso de
planta, longitud vy didmetro de raiz en las plantas dque
sobrevivieron (Cuadro 13), como es el caso de plantas de 1la
variedad Francés al ser inoculadas con T. andinense

(Tratamiento 3).

Cuadro 10. Relacidén entre colonizacidédn endéfita de T. andinense

y peso de planta, longitud y didmetro en raiz.

Colonizacién Peso de Longitud de Diametro de
enddéfita en planta(gr) raiz(cm) raiz (cm)
raiz (%)
Colonizacid 1.00000 -0.08575 -0.08575 0.77174
n enddéfita
en raiz (%)
0.8910 0.8910 0.1263
Peso de -0.08575 1.00000 1.00000 -0.25000
raiz (gr)
0.8910 <.0001 0.6850
Longitud de -0.08575 1.00000 1.00000 -0.25000
raiz (cm)
0.8910 <.0001 0.6850
Didmetro de 0.77174 -0.25000 -0.25000 1.00000
railz (cm)
0.1263 0.6850 0.6850

Hilera superior de datos numéricos= r, A

Esto es posible debido a que T. andinense se encuentra
mas asociado a suelo cultivado con plétano y no asociado

directamente a raiz de plantas de platano (Hernandez et al.,
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2019) . Sin embargo, se observdé una correlacidn superior a 0.75
(aceptable) entre la colonizacidén y el didmetro de la raiz
principal (Cuadro 10), donde el coeficiente de correlacidn r
es # 0 si (prob> |R| ) <da, donde a = 0.05 (95 % de
confiabilidad), esto a pesar de gue no se ha reportado un
efecto sobre esta variable con esta especie de hongo, pero

siendo comin en especies como T. harzianum (Ozbay y Newman,

2004) .

6.4. Relacién entre mortalidad de plantas de Dbanano vy

colonizacién endéfita de Trichoderma en raiz

Se presentd una alta tasa de mortalidad de plantas de

ambas variedades (Cuadro 11).

Cuadro 11. Datos reales de crecimiento endéfito en raiz,
mortalidad de plantas y comparacién de media de los rangos

ajustados obtenidos con Kruskal Wallis.

Tratamientos (T) Variable Media de los
respuesta rangos
ajustados
RCCE/T PM/T CER PM/T
En variedad Williams Promedio
T.spirale (1) 7.4 5 32.40 38.0
T.parareesei (2) 7.4 5 32.40 38.0
T.andinense (3) 2.4 5 43.50 38.0
T.longibrachiatum (4) 2.4 5 41.20 38.0
T.hamatum (5) 2.8 5 56.00 38.0
Mezcla (6) 1.2 5 24 .30 38.0
Testigo (7) 0 4 7.50 31.0
En variedad Francés Promedio
T.spirale (8) 2.2 5 39.30 38.0

T.parareesei (9) 2.4 5 43.50 38.0
T.andinense (10) 1.2 2 24.90 17.0
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CONTUNUACION CUADRO 11 2.0 5 37.30 38.0
T.longibrachiatum (11)

T.hamatum (12) 1.8 5 34.20 38.0
Mezcla (13) 0.4 5 12.50 38.0
Testigo (14) 0 4 7.50 31.0

RCCE= Promedio de raices con crecimiento enddéfito/tratamiento, PM/T= Plantas

muertas/tratamiento, CER=Crecimiento enddéfito en raiz. Coef. var=27.52

Asi mismo el anadlisis de suma de rangos de 1los
tratamientos (Cuadro 11) indicdé que al menos uno de ellos tuvo
efecto diferente sobre 1la mortalidad de plantas H= Chi
cuadrada= 27.3877, Pr>Chi cuadrada= 0.0110 y (pr>Chi cuadrada)
<0.05. Este efecto fue observado enel tratamiento 10 (T.
andinenese) en banano Francés (pr >|T|) <0.05 en el i-esimo
tratamiento # al J-ésimo tratamiento (Cuadro 12), mostrando
unamenor mortalidad sobre esta variedad de plantas. Sin

embargo, el estudio de correlacidén indicd que dicha mortalidad

no estd relacionada con los tratamientos (R? = 0.0432) (Figura
9) .
12
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Crecimiente endofito
Figura 9. Relacién entre el nimero de plantas muertas y el
crecimiento enddéfito de los diferentes tratamientos.




Cuadro 12. Medias de cuadrados minimos
Tratamiento.

(T para HO: LS Mean (i)=LS Mean (j) / Pr
dependiente: plantas muertas.

ilj 1 2 3 4 5 6 7 8
12 13 14
1 0 0 0 0 0 -1.67332. 0
0 0 0

1.0000  1.0000 1.0000  1.0000 1.0000 0.0998 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000

2 0 0 0 0 0 -1.673320 0
0 0 0
1.0000 1.0000 1.0000  1.0000 1.0000 0.0998. 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000
3 0 0 0 0 0 -1.673320 0
0 0 0
1.0000 1.0000 1.0000  1.0000 1.0000 0.0998. 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000
4 0 0 0 0 0 -1.673320 0
0 0 0
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0998. 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000
5 0 0 0 0 0 -1.673320 0.
0 0 0
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0998 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000
6 0 0 0 0 0 -1.673320 0
0 0 0
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000  1.0000 0.0998 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000
7 167332 1.67332 1.67332 1.67332 1.67332 1.67332 1.67332
1.67332 1.67332 1.67332
0.0998 0.0998  0.0998 0.0998  0.0998 0.0998. 0.0998
0.0998  0.0998 0.0998
8 0 0 0 0 0 0 -1.673320
0 0

1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0998
1.0000 1.0000 1.0000
9 0 0 0 0 0 0 -1.673329 0
0 0 0
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0998. 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000

10 5.01996 5.01996 5.01996 5.01996 5.01996 5.01996 3.34664 5.01996

5.01996 5.01996 5.01996
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0015 <.0001
<.0001  <.0001 <.0001
11 0 0 0 0 0 0 -1.673320 0
0 0 0
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0998 1.0000
1.0000 1.0000 1.0000
12 0 0 0 0 0 0 -1.673320 0
0 0
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0998. 1.0000
1.0000 1.0000
13 0 0 0 0 0 0 -1.673320 0
0 0
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0998 1.0000
1.0000 1.0000
14 0 0 0 0 0 0 -1.673320 0
0

43

para el efecto
> |t]), Variable
9 10 11
0 -5.01996 0
1.0000 <.0001  1.0000
0 -5.01996 0
1.0000 <.0001  1.0000
0 501996 0
1.0000 <.0001  1.0000
0 -5.01996 0
1.0000 <.0001  1.0000
0 -5.01996 0
1.0000 <.0001  1.0000
0 -5.01996 0
1.0000 <.0001  1.0000
1.67332  -3.34664  1.67332
0.0998  0.0015  0.0998
-5.01996 0 0
1.0000  <.0001 1.0000
-5.01996 0
<.0001  1.0000
5.01996 5.01996
<.0001 <.0001
-5.01996
1.0000  <.0001
501996 0 0
1.0000  <.0001 1.0000
-5.01996 0 0
1.0000  <.0001 1.0000
-5.01996 0 0



1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
1.0000 1.0000

Los valores en negrita son < 0.05,
confiabilidad del 95%.

0.0998. 1.0000 1.0000

establecido para una

<.0001

44

1.0000
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VII. CONCLUSIONES

Todas las especies de Trichoderma probadas en este
estudio tienen la capacidad de crecimiento endéfito en raiz, va
que se observd colonizacidédn de todas las especies inoculadas
tanto en la variedad William como en la variedad Francés, e
incluso en tejidos de plantas inoculados con una mezcla de las
5 especies.

El tipo vy grado de colonizacidén en raiz se vio
influenciado por la especie de Trichoderma y la variedad de
banano vya que T. hamatum fue el mejor tratamiento en
colonizacidén enddéfita en la variedad Williams. Mientras que
para la variedad Francés fue T. parereesei la que presentd
mayor colonizacién.

La competencia por espacio y recursos nutricionales entre
cepas de Trichoderma disminuye la capacidad de colonizacidén en
raiz, por lo que se observa que T. andinense y T. parareseei
son cepas dominantes en la mezcla inoculada en banano Franceés,
mientras T. parareeesei es la cepa dominante en la mezcla
inoculada en banano Williams.

La colonizacidén fue mas efectivo en raiz que en bréacteas
posiblemente porque la raiz y el suelo proveen de los elementos
necesarios que necesita esta especie para poder desarrollarse.

Solo T. andinense mostrdé una correlacidén significativa
entre la colonizacién y el didmetro de raiz de banano, el peso
de planta y la longitud de raiz, mas no se observd que la
colonizacién endbfita tuviera relacidédn con la mortalidad de

plantas de banano que se presentd en este estudio.
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IX. ANEXOS

1. Preparacién medio de cultivo papa dextrosa agar

En un matraz Erlenmeyer agregar 1 litro el agua
des-ionizada y calentar en un agitador termo-magnético. Cuando
el agua este caliente agregar 39 gramos de agar de papa
dextrosa y disolver hasta que no queden grumos, hervir durante
1 minuto. Esterilizar a una presién de 15 1lb/in’ por 15 minutos.
Vaciar 15 mililitros en cada Placa de Petri y sellar con cinta
parafilm para evitar contaminacidén y entrada de aire. Almacenar

a 4°C.
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2. Metodologia de la camara de Neubauer

Para preparar el Tween 80 Al 0.03%, en un frasco de
laboratorio con tapa, agregar 250 mililitros de agua
des-ionizada vy agregar 75 microlitros (pL) de Tween 80.
Esterilizar a una presién de 15 1b/in? por 15 minutos. Almacenar
cerrado a temperatura ambiente.

Raspar con una espatula los cultivos de hongo con 5 dias
de crecimiento y se retira 1la espora, colocar en un vial
estéril 5 mililitros (ml) de Tween 80 a 0.03 %. Agitar la
suspensién de esporas en un vortex durante 5 minutos.

Agitar la suspensidédn de esporas en un vortex durante 1
minuto. Colocar un cubreobjetos sobre la cédmara de Neubauer, de
la suspensién de conidios se toma 10 microlitros (uL) y colocan
en la cuadricula, dejar reposar por dos minutos para
estabilizar el movimiento de los conidios. La muestra cargada
se visualiza en el microscopio compuesto utilizando el aumento
40X, se cuentan las esporas

Para realizar el célculo de las concentraciones, obtenido
el promedio de cada una de la suspensidén de esporas, se aplica
las siguientes formulas:

Féormula para calcular el numero de esporas por mililitro
Numero de esporas/mL= (Promedio de esporas) (1X10%)

Férmula para calcular el volumen
Volumen a disolver= (1X10°.Volumen requerido)/ Numero de
esporas por mL.

Por Gltimo tenemos que agregar el Volumen a disolver (V)

en el volumen requerido.
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Protocolo de extraccién de ADN (QUIAGEN modificado).

. En un tubo para microcentrifuga de 1500 pL pulverizar con

nitrébgeno liquido la muestra vy se macera con micro

pistilo.

. Afladir 400 pL de Buffer APl, 4 pL de RNAsa A y 6 uL de

B-Mercaptoetanol.

. Agitar 30 segundos e incubar por 10 minutos a 6°C, agitar

2-3 veces durante la incubacidn.

. Agregar 20 pL de proteinasa K.
. incubar a 65°C durante 60 minutos, agitar cada 15 minutos.

. Afiladir 130 pL de Buffer P3. Incubar en hielo durante 5

minutos.

. Centrifugar por 5 minutos a 14,000 rpm.

. Transferir el sobrenadante a un tubo con filtro

(QIAshredder mini Spin Column) .

. Centrifugar por 2 minutos a 14,000 rpm.

.Desechar el filtro y transferir el 1liquido a un nuevo

tubo, afiadir 1.5 volUmenes de Buffer AWl, mezclar por

pipeteo.

.Transferir 650 pL a un tubo con filtro (DNeasy Mini Spin

Column), centrifugar por 1 minuto a 8,000 rpm y descartar
el liguido. Repetir hasta que todo el 1liquido sea

filtrado.

.Agregar 500 pL de Buffer AW2 y centrifugar por 1 minuto a

8,000 rpm, descartar el liquido. Transferir el filtro a un

nuevo tubo.

.Afiadir 25 puL de Buffer AE. Dejar reposar a temperatura

ambiente durante 5 minutos y centrifugar por 1 minuto a

8,000 rpm.

.Repetir el paso 13.

.Descartar el filtro y cerrar el tubo. Almacenar a 4°C.
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Protocolo de electroforesis horizontal.

. En un matraz Erlenmeyer agregar 80 mL de Buffer TAE 1X y
1.2 gramos de Agarosa LE de grado analitico y disolver.

Agregar 10 pL de bromuro de etidio.

. Dejar solidificar con los peines puestos. Colocar en la
camara de Electroforesis, agregar Buffer TAE 1X.

.El los pocillos agregar 3 plL detinte y 7 pL ADN si es para
evaluar calidad de ADN. Para ADN amplificado agregar 3 uL
de tinte y 3 uL ADN.

.En el ultimo pocillo agregar 5 pL de marcador de peso
molecular.

. Dejar correr a 80 wvoltios durante 30 minutos y visualizar

en un transiluminador UV.
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5. Calculos de concentraciones para amplificacién.
Para obtener la concentracién dese realiza la siguiente

operacidn:

Cl.vV1=C2.V2
Despejando:

V1=C2.vV2/C1

Dénde, Cl es concentracidén inicial, V1 es volumen
requerido, C2 es concentracidén deseada y V2 es volumen final

deseado.

Para obtener Trehalosa al 10%:
Vli= (10%.20uL)/100%

Vli= 2 uL

Para obtener la concentracién de los primers:

Centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto, agregar 369 pL de
Buffer TE al primer ITS1 y 353 pL al primer ITS2. Agitar en
vortex por 1 minuto y centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto. En

un tubo agregar 50 pL del primer y 450 uL de TE.
Primer ITS1
Vl= (10mM.20uL)/100%

V1

2 uL

Primer ITS2
Vli= (10mM.20uL)/100%

Vl= 2 uL



