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RESUMEN

Los beneficios de las especies de Trichoderma spp. asociadas a plantas son numerosos, y mas
aun si estas especies se mantienen por mas tiempo en esta asociacion. En el presente estudio se
evalud el efecto de hongos endéfito y epifito en sustrato con hidrogel para la aclimatacion de
vitroplantas de banano oaxaquefio de nueve semanas de edad. Se utilizaron 10 aislados de
Trichoderma longibrachiatum con comportamiento endofito y epifito, se inocularon en 144
vitroplantas de banano y se trasplantaron en sustrato con hidrogel. Las variables evaluadas
fueron supervivencia de conidias en sustrato, longitud de raiz, diametro, longitud de planta,
namero de hojas, peso seco de raiz tallo y hoja, y endofitismo de los aislados en raiz. El analisis
de varianza mostré diferencia estadistica significativa (P < 0.001) entre tratamientos sobre la
supervivencia de conidias, y de acuerdo con la prueba de Tukey (P <0.05), el mejor tratamiento
fue el aislado V IV 2.1 con 98% de supervivencia. Tanto para desarrollo radicular como
vegetativo en plantulas de banano ex vitro hubo diferencia significativa P < 0.0001 entre los
tratamientos. EI mejor resultado en longitud de raiz, peso seco de raiz, tallo y hoja de acuerdo
con la prueba Tukey a (P < 0.05) se obtuvo con el aislado O | 3.2. Los aislados V IV 2.1, 015
M3, 011 1RO, PIV5R O tuvieron efecto similar al testigo sobre el nimero de hojas, por lo
que se descartd efecto por la combinacion de hidrogel con los aislados, o al hidrogel sin
combinar. La comparacion de medias de cuadrados minimos obtenidos con Kruskal Wallis
mostré que el aislado O 111 3 M 3 tuvo mejor eficacia de colonizacion de raiz con 48.3 % seguido
del V 1V 2.1 con 43.3 %y O 1 3.2 con 42%.

Palabras clave: Epifito, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma spp.
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ABSTRAC

The benefits of Trichoderma spp. associated with plants are numerous, and even more so if these
species remain longer in this association. In present study , it was evaluated the efecto of
endophitic and epifictic. n the present study, the effect of endophytic and epiphytic fungi in a
hydrogel substrate for the acclimatization of nine-week-old Oaxacan banana plants in vitro was
evaluated. Ten isolates of Trichoderma longibrachiatum with endophytic and epiphytic
behavior were used, inoculated in 144 banana vitroplants and transplanted in substrate with
hydrogel. The variables evaluated were survival of conidia on substrate, root length, diameter,
plant length, number of leaves, dry weight of root stem and leaf, and endophytism of root
isolates. Analysis of variance showed significant statistical difference (P < 0.001) between
treatments on conidia survival, and according to Tukey's test (P < 0.05), the best treatment was
isolate V 1V 2.1 with 98% survival. For both root and vegetative development in ex vitro banana
seedlings there was significant difference P < 0.0001 among treatments. The best result in root
length, root, stem and leaf dry weight according to Tukey a test (P < 0.05) was obtained with
isolate O | 3.2. The isolates VIV 2.1,015M 3,011 1R O, P IV 5 R O had similar effect to
the control on the number of leaves, so the effect was ruled out by the combination of hydrogel
with the isolates, or to the hydrogel without combining. The comparison of least squares means
obtained with Kruskal Wallis showed that the isolate O 111 3 M 3 had better root colonization
efficiency with 48.3 % followed by V IV 2.1 with 43.3 % and O | 3.2 with 42%.

Key words: Epiphyte, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma spp.
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1. INTRODUCCION

Los hongos enddfitos se definen como microorganismos que pasan la mayor parte
0 todo su ciclo de vida colonizando los tejidos de la planta hospedera, sin causar dafio
evidente (Sanchez etal., 2013), beneficiando a la planta huésped evitando que los
organismos patégenos la colonicen (Sudha et al., 2016). Algunos de los beneficios de estos
hongos son la estimulaciéon del crecimiento, la resistencia a enfermedades, mejoran la
resistencia al estrés ambiental y el reciclado de nutrientes (Sturz & Nowak, 2000), del mismo
modo pueden producir metabolitos secundarios que inhiben a un patdgeno en particular o a
otros hongos endofitos compitiendo por espacio y nutrientes (Sanchez et al., 2013). Por otro
lado, segin (Kusari et al., 2012) los metabolitos secundarios derivados de la interaccion
planta-hongos endofitos se han usado para el desarrollo de productos nematicidas,
fungicidas, insecticidas y herbicidas. Todos estos beneficios intervienen de manera directa o
indirecta en la adaptacion de las plantas, incluyendo aquellas que son reproducidas por la
técnica in vitro donde el principal reto es disminuir la mortalidad en la etapa de aclimatacion.
En esta etapa la planta necesitan adaptarse a su nuevo entorno en condiciones ex vitro, y uno
de los principales problemas son las altas tasas de evapotranspiracion lo que resulta en estrés

hidrico que conlleva a la muerte (Irsyadi, 2021).

Una de las formas de contrarrestar el estrés hidrico en el proceso de aclimatacion es
el uso de hidrogel, el cual aumenta la retencion de agua en el suelo y mitigar los efectos de
los climas secos (Macias et al., 2008). El hidrogel es un polimero super absorbente de agua
y otras soluciones acuosas que al ser incorporado a suelo o al sustrato puede mejorar sus

propiedades (Montesano et al., 2015).

Aunque el hidrogel se ha utilizado en cultivos como el pepino (Macias et al., 2019)
y el tabaco (Huang et al., 2018) parar mejorar el crecimiento y desarrollo de las plantas y en
maiz para potenciar la actividad de los microorganismos presentes en el suelo (Yang et al.,
2014), se sabe muy poco acerca de la interaccion de los hongos endofitos con hidrogel y su

potencial en plantas de banano en etapa de aclimatacion. Por lo cual, en este estudio se evaluo



el efecto de hidrogel y hongos enddfitos en la etapa de aclimatacion en plantas in vitro de
plantas de banano oaxaquefio.



1. OBJETIVOS

2.1. General

Evaluar el efecto de cepas de Trichoderma longibrachiatum enddfitas y epifitas en
sustrato con hidrogel para la aclimatacion de vitroplantas de banano oaxaquefio.

2.2. Especificos

Evaluar la supervivencia de esporas de 10 cepas de hongos endéfitos y epifitos en

sustrato con hidrogel.

Evaluar el desarrollo radicular y vegetativo en plantas de banano ex vitro usando

sustrato con hidrogel y hongos enddfitos y epifitos.

Evaluar la eficacia de colonizacion de 10 cepas de hongos enddéfitos y epifitos en

plantulas de banano ex vitro.



1. HIPOTESIS

De las 10 cepas de hongos con hidrogel, las cepas enddéfitas tendran mejor eficiencia

en el desarrollo radicular y vegetativo en plantas ex vitro de banano.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Hongos enddfitos

La palabra enddfito etimologicamente significa dentro de la planta (endon: dentro,
phyton: planta) (Sanchez et al., 2013). En un principio, el término endéfito se referia a
cualquier organismo que colonizara el interior de los tejidos de las plantas, pero fue Wilson
en 1995 quien restringio el término Gnicamente a microorganismos, refiriendose soélo a
bacterias y a hongos que no provocan dafio aparente a la planta hospedera. Actualmente, este
término se refiere a bacterias, hongos, algas e insectos (Macias et al., 2008), en donde los
hongos son los microorganismos que se han aislado con mayor frecuencia como endofitos
(Kusari et al., 2012).

4.1.1. Beneficios de los hongos endofitos

Los hongos endofitos pueden proteger a su planta hospedera de patégenos y plagas
(Arnold etal., 2003). Los endofitos foliares pueden reducir el ataque de herbivoros al
producir alcaloides los cuales resultan toxicos para los insectos y vertebrados (Schardl,
2001). Ademés pueden promover activa o pasivamente el crecimiento de la plata a través de
una gran variedad de mecanismos, como metabolitos endofitos proporcionan una variedad
de adaptaciones a la planta hospedera mejorando la resistencia a estrés por factores biéticos
y abioticos (Sudha et al., 2016). Muchos end6fitos son capaces de solubilizar fosfato, mejorar
la absorcion de fdésforo (P), la fijacion de nitrégeno (N), la produccion de sideroforos y
hormonas vegetales como auxina, abscisinas, etileno, giberelinas y acido indol acético (AlA),
los cuales son importantes para la regulacion del crecimiento de las plantas (Firakova et al.,
2007).



4.1.2. Problematica de la aclimatacion en el cultivo in vitro y beneficios de los

hongos endoéfitos

El cultivo de tejidos es un método de propagacion de plantas el cual se realiza
mediante el aislamiento de células, tejidos, protoplastos u érganos vegetales cultivados en
medio artificial, en ambientes controlados y estériles. Este método es usado para obtener
plantas superiores, libres de patdgenos y extraccion de metabolitos secundarios, sin embargo,
la clave para una propagacion exitosa es una buena aclimatacion la cual es la Gltima etapa en
el cultivo de tejidos donde las plantas se adaptan de condiciones heterétrofas (in vitro) a
condiciones autotréficas (in vivo) (Irsyadi, 2021) y es donde muchas plantas mueren
reduciendo la produccién (Kasutjianingati et al., 2020). De manera general, el método de
propagacion de cultivo de tejidos tiene una alta tasa de mortalidad en la etapa de aclimatacion,
por lo que se ha reportado que el porcentaje de plantas que sobreviven hasta la adultez fluctia
entre 40-60 % (Irsyadi, 2021).

4.1.3. Clasificacion de los hongos endoéfitos

Los hogos endofitos se dividen en dos grandes grupos (Cuadro 1) el primer grupo son los
Clavicipitaceos, hongos generalmente mutualistas esto quiere decir que defienden a su planta
hospedera del ataque de plagas, el segundo grupo son los no Clavicipitdceos que pueden
colonizar a las plantas angiospermas, coniferas helechos y plantas no vasculares (Rodriguez
et al., 2009).



Cuadro 1. Clasificacion de criterios utilizados segun la accion de hongos endofitos en

las plantas.

CLAVICIPITACEOS

NO CLAVICIPITACEOS

CRITERIO CLASE 1 CLASE 2 CLASE 3 CLASE 4
Rango de Reducido General General General
hospedero
Tejidos que Brotes y Brotes, raices y Brote Raices
coloniza rizomas rizomas
Grado de Amplio Amplio Limitado Amplio
colonizacién en
la planta
Diversidad en Bajo Bajo Alto Desconocido
la planta
Funcién Incrementan la | Incrementan la Inducen Inhiben el
ecoldgica biomasa de las | biomasa de las | resistenciaalas | crecimiento de

plantas, plantas, enfermedades, patdgenos y
confieren confieren proteccion producen
tolerancia a la tolerancia al contra metabolitos

sequiay estrés bidticoy | herbivorosy secundarios
producen abiotico y modifican la | toxicos para los
metabolitos protegen contra | sensibilidad al herbivoros.
secundarios los hongos estrés abidtico
toxicos para los | patdgenos por mediante la
herbivoros. accion de los produccion de
metabolitos metabolitos
secundarios. secundarios.
Fuente: (Rodriguez et al., 2009).
4.2. Procesos de propagacion del banano

Segun Galan et al. (2018) existen cinco diferentes etapas que deben pasar las plantas

de banano que son propagados in vitro hasta llegar a la aclimatacion:

Fase de preparacion: Se selecciona la planta madre, es decir la planta de la que se

toman los explantes, esta planta debe ser vigorosa, se deben tomar brotes de rizomas que




hayan estado en contacto con suelos con enfermedades ya que esto disminuird la

contaminacion en la fase de establecimiento.

Fase de establecimiento: Esta fase tiene como objetivo lograr establecer el cultivo
en condiciones in vitro donde las plantas sean vigorosas fisiolégicamente teniendo en cuenta

el tamafio del explante, mientas méas chico sea menos riesgo de contaminacién habra.

Fase de multiplicacion: Como lo indica el nombre es realizar diferentes técnicas
para obtener un mayor nimero de plantas, en esta fase se realizan cuatro procedimientos para
estimular la multiplicacion; i) decapitado del area foliar, ii) cortes en el area de unién del
tallo y laraiz, iii) corte vertical del apice vegetativo y iv) obtencion de apices vegetativos. Se
realiza hasta obtener plantas completas, es decir con hojas desarrolladas.

Fase de enraizamiento: El objetivo de esta etapa es que las plantulas estén
preparadas para la siguiente fase, las plantas obtenidas en la fase anterior deben ser
trasladadas a un medio de cultivo que favorezca el desarrollo y crecimiento de raices lo que

les permitird ser trasplantadas a condiciones ex vitro.

Fase de aclimatacion: Es la fase donde deben ser sacadas del ambiente in vitro y

trasplantadas para que gradualmente se adapten a las condiciones externas.

4.2.1. Proceso de aclimatacién de vitroplantas de banano

Las plantas procedentes del ambiente estéril del laboratorio deben ser endurecidas
con extremo cuidado regulando al maximo las condiciones ambientales (luz, agua,
temperatura, humedad y viento) antes de su transferencia a un vivero sombreado, mientras
que el lugar de la aclimatacién puede ser un invernadero normal con cubierta de polietileno
y con una doble puerta de entrada por razones higiénicas y debe evitarse temperaturas por
debajo de 13°C o por encima de 35°C (Galan et al., 2018).

Durante el periodo de aclimatacion que dura entre 1 a 4 semanas se induce la
transferencia del metabolismo heterotrofico al autotrdfico realizdndose modificaciones

graduales, tales como un progresivo aumento de la irradiacion y una gradual disminucién de



la humedad relativa del aire que permita a la planta tener un mayor control sobre la pérdida
y absorcion de agua (Smith et al., 1986). La fase de aclimatacion se realiza normalmente en
invernadero bajo condiciones ambientales de baja humedad relativa, alta intensidad luminica
y ambiente aseptico. De igual manera, el aumento de la irradiacion durante la fase de
enraizamiento puede contribuir a la reduccion de las pérdidas, tornandose menos fréagiles
cuando se trasladan del ambiente in vitro al ambiente ex vitro (Capellades et al., 1990), en
viveros con sombreado inicial de hasta un 70 % durante los primeros 15 dias, transcurridos
los primeros quince dias, el sombreado debe ser reducido al 50 % e incluso exponer al final
las plantas a plena luz antes de proceder a su traslado al vivero y disminuir la aportacion de
agua a las hojas para evitar la incidencia de antracnosis (Galan et al., 2018). La humedad
relativa debe mantenerse al 90 % durante la primera semanay luego entre 50 y 90 % durante

el resto de esta fase (Robinson & Sauco, 2009).

4.2.2. Origeny distribucion del banano

El banano es procedente del Sudeste Asiatico, en especifico de Papla 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 Papla Nueva

Guinea e Indonesia (Robinson & Galan, 2012; Lassoudiere, 2010).

Segun Robinson y Galan (2012) no se conoce con exactitud como fue la difusion
inicial del cultivo de banano desde su centro de origen a otros lugares, sin embargo, se
describen las principales etapas; en el afio 500 d. C se introduce el banano a Africa desde
Indonesia a través de Madagascar llegando al afio 1000 d. C el cultivo se dispersa en las islas
polinesias y se comienza su introduccion en el mediterraneo, después se sabe del cultivo hasta
el afio 1300 al 1400 donde | os bananos procedentes de Africa Occidental se comienzan a
introducir a las Islas canarias mientras que en el afio 1516 desde las islas canarias inicia su
introduccién al nuevo mundo desde la cuidad que hoy en dia Santo Domingo, Republica
Dominicanay es cuando comienza su distribucion en las zonas tropicales de América del afio
1500 a 1800. Mientras que para inicios del siglo XI1X se introducen al nuevo mundo los
cultivares Pequefia Enana” y “Gros Michel” directamente del Sudeste asiatico a finales de
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este mismo siglo se inicia el comercio internacional, a comienzos del siglo XX el banano 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 y a finales de este siglo se
creo la Organizacion Comun del Mercado (OCM) para la banana en la Union Europea basada
en un sistema de contingentes y otras ayudas compensatorias para los productores europeos
y paises ACP (Africa, Caribe y Pacifico) y para el siglo XXI las continuas quejas de los
paises del aérea ddlar conducen a la adopcidn de un sistema exclusivamente arancelario en
el mercado de la Unién Europea. Las bajas tarifas aplicadas a las importaciones de bananas
procedentes del &rea dolar acenttan la tendencia a un mercado de bananas mas liberalizado
y se alcanza un acuerdo final en 2010.

4.2.3. Importancia del banano

Actualmente a nivel mundial los principales paises productores de banano son India,
Filipinas, China, Ecuador, Brasil, Indonesia, Tanzania, Guatemala, Costa Rica y México.
Este Gltimo en el 2017 ocupo el décimo lugar con una produccion de 2, 232,360 millones de
toneladas, en una superficie de 75,810 hectareas, las cuales tuvieron un rendimiento de 29.4
toneladas por hectérea, esto representd una produccion del 2% (FAO, 2017). Actualmente,
los estados que sostienen la produccién mexicana de platano son Chiapas, Tabasco, Veracruz,
Nayarit, Michoacan, Colima, Jalisco, Guerrero, Oaxaca y Puebla generando un total de 4,
787,969 millones de pesos mexicanos (FAO, 2017; SE, 2012).

4.3. Hidrogeles o polimeros absorbentes
4.3.1. Caracteristicas del hidrogel

Un hidrogel es una red de cadenas poliméricas hidrofilicas reticuladas y es
clasificado en dos principales grupos de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas. El primer
grupo en un hidrogel reversible, en el cual las cadenas de polimeros estan unidas por fuerzas
electrostaticas, enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofobicas. Se caracteriza por su

inestabilidad y se convierte en una mezcla de polimeros aplicando calor, tales como la
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gelatina y el agar. El segundo grupo es mas estable quimicamente en el cual las cadenas de
polimeros estan unidas por enlaces covalentes tales como el almidén y los mondémeros de
vinilo (Elshafie & Camele, 2021).

Existen muchos tipos de hidrogeles pero el que es utilizado en la agricultura es el
poliacrilato de potasio o también Ilamado poliacrilato de sodio, ya que tienen un uso
prometedor en la agricultura debido a su facil degradacion en los suelos (Elshafie et al.,
2020).

4.3.2.  El uso del hidrogel en la agricultura

El hidrogel es un polimero hidrofilo superabsorbente que es capaz de expandirse
con el agua (Ahmed, 2015), es utilizado en el campo de la agronomia por su principal
caracteristica la cual es incrementar la retencion de agua en los suelos y por lo tanto evita el
estrés hidrico en las plantas (Macias et al., 2019; Satriani et al., 2018), ya que las pantas
aumentan su raiz a mayor humedad disponible en el suelo (Rivera et al., 2021). Se estima
que la vida util del hidrogel en suelos es de 3 a 5 afios, sus componentes hacen que sea
susceptible a degradarse. Tienen cuatro caracteristicas principales que los hacen apropiados
para los suelos: a) Absorben y retienen el agua cientos de veces su propio peso liberandola
lentamente, b) protegen al suelo de la reduccién por falta de humedad, ¢) mejoran el
rendimiento de diferentes fertilizantes que se aplican en el suelo y d) mejoran la actividad de
los microrganismos presentes en el suelo. (Gokavi etal., 2018; Thombare et al., 2018;
Deaker et al., 2007).

El uso de hidrogeles influye directamente en la permeabilidad, densidad estructura,
textura y en la tasa de evaporacién e infiltracion del agua en los suelos (Guilherme et al.,
2015). Por otra parte, tienen un amplio rango de aplicacion desde el area forestal,
plantaciones industriales, jardines de areas publicas y privadas, en el manejo areas con acceso
limitado al recurso hidrico y conservacion del agua, hasta pequefias plantaciones y huertos
de traspatio (Guilherme et al., 2015).
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1.3.3.  Benéficos del hidrogel en las plantas

El uso de polimeros absorbentes o también llamados hidrogeles tienen muchos
beneficios, tales como conservacion de la humedad, reduccion de la escorrentia superficial,
evita la erosion de los suelos, mejorar la calidad del suelo, resistencia al estrés bidtico y
abiotico, reduccion de la frecuencia de riego por lo que reduce el consumo de agua,
disminuye el abuso de fertilizantes y pesticidas en los campos y redice la taza de
evapotranspiracion en las plantas (Elshafie & Camele, 2021), los hidrogeles son
macromoléculas sintéticas que tienen la capacidad de retener mas cien veces su peso en agua
(Sinha, 2018) la aplicacion de estos polimeros en la agricultura es muy importante puesto
que absorben el agua y la mantiene disponible para las plantas por mas tiempo (Akhter et al.,
2004) por lo tanto minimiza el impacto del estrés hidrico en los cultivos (Gokavi et al., 2018;
Yang et al., 2014) evitando la percolacién puesto que las particulas de hidrogel actian como
reservorios de agua en la zona de la raiz (Abdallah, 2019; Thombare et al., 2018; Mandal
et al., 2015). El uso de estos polimeros juega un rol muy importante mejorando la microbiota
del suelo, por ejemplo, estudios realizados por Yang et al. (2014) en el uso del hidrogel poli-
glutdmico en el cultivo de maiz mostraron el aumento de crecimiento de las plantulas de
maiz, ademéas de mejorar la abundancia de colonias de bacterias promotoras de crecimiento

en las plantas tales como Bacillus, Pseudomonas y Burkholderia.

4.3.4. Elestrés hidrico en las plantas

El estrés por sequia debido a la falta de agua en el suelo tiene un efecto negativo en
las plantas ya que se producen radicales de oxigeno y peroxidacion lipidica (Elshafie &
Camele, 2021), mientras que este Ultimo puede producir impactos negativos en la morfologia
de las plantas como retraso del crecimiento en la altura, disminucion del area foliar (Wei &
Durian, 2014).
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4.3.5. La biodegradacion del hidrogel

El hidrogel es muy sensible y puede ser absorbido facilmente por los tejidos de las
plantas (Pathak & Ambrose, 2020), mientras que estos se degradan facilmente cuando se
exponen a los rayos ultravioleta o por la accion de los microrganismos del suelo ya sea en
actividad aerobica o anaerdbica se degrada en agua, dioxido de carbono y compuestos
nitrogenados la biodegradacion de los hidrogeles de acrilato es del 1 al 9% por afio en
condiciones anaerobias similares a la descomposicion de la materia organica en zonas
forestales (Elshafie & Camele, 2021).

Aunque existen diversos estudios sobre el hidrogel en el cuadro 2 se muestran los

relacionados a desarrollo y crecimiento en plantas y asociacidn con la microbiota del suelo.

Cuadro 2. Estudios realizados con hidrogel

AUTORES EFECTO
Ortega et al. (2020) Rendimiento de 2.3. kg/m2, obtencion de un rendimiento
igual a que el pepino con riego convencional.
Satriani et al. (2018) Disminuye el estrés hidrico en los cultivos ya que retiene
agua.
Baron et al. (2007) El uso de hidrogel en Picea abies, pinus sylivestris y fagus

sylvatica tuvo un efecto de mayor tasa de supervivencia.

Chirino et al. (2011) Recomiendan una dosis de 1.5% de hidrogel para obtener

mayor efectividad en sus benéficos.

Geesing y Schmidhalter, | El hidrogel no influyd significativamente en la supervivencia

(2004) 0 en el crecimiento en el cultivo de Triticum aestivum.

Rivera et al. (2021) Las raices de las plantas pueden ampliar su sistema radicular
con mayor volumen de humedad en el suelo, lo que hace mas
eficiente el crecimiento, inclusive si el hidrogel se aplica de

forma localizada.

13



Liu et al. (2008)

Los agentes que retienen agua, como el hidrogel, pueden
promover la fotosintesis y la acumulacion de biomasa en el

cultivo de la papa.

Yang et al. (2010)

El hidrogel aumento el contenido de humedad en el suelo y la

acumulacion de materia seca en Trigo de invierno.

Huang et al. (2018)

El uso de hidrogel en tabaco aumentd el peso de planta,
diametro de tallo, el nimero de hojas y el area foliar maxima.
También mejoré la actividad radicular. Mientas que reduce
las actividades de las enzimas peroxido dismutasa (SOD),
Peroxidasa (POD) y Catalasa (CAD), que son enzimas

segregadas para contrarrestar el estrés hidrico.

Guan y Wu (2007)

Mostraron que el hidrogel puede retener el 90% de agua
aplicada pero aproximadamente 2/3 de esta agua es

aprovechada por la planta.

Yang et al. (2020)

Encontraron que el uso de hidrogeles en plantulas de maiz
mejora la actividad de microorganismos beneficiosos de
suelo, mejora la distribucién de la humedad, aumento el
crecimiento de plantulas de maiz y mejora la abundancia de
bacterias promotoras del crecimiento de las plantas como

Bacillus, Pseudomonas y Burkholderia.

Chaithra y Sridhara,

(2018); Yadollahi et al.

(2012)

Mejora la comunidad microbiana del suelo.

Pattanaaik et al. (2015)

Mejoro la capacidad de retencién del agua, manteniendo la
humedad por méas tiempo por lo que la actividad microbiana

del suelo mejoro al ser aplicado en el cultivo de limén.

Pieve et al. (2013)

Redujo la mortalidad de plantas de café.

Eneji et al. (2013);
Karimi et al. (2009)

Para tener un mejor efecto en la remediacion del suelo y

crecimiento de plantas, aumento de la tasa fotosintética y
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rendimiento de los cultivos sugieren que el hidrogel debe
aplicarse en el suelo a una profundidad de 0 -20 cm.

Kalhapure et al. (2016)

Encontraron que el hidrogel fue capaz de mejorar la
germinacion de semillas, la aparicion de pléantulas y el

crecimiento de raices.

Guilherme et al. (2015)

Incrementa la aireacion del suelo y reduce la tasa de

evapotranspiracion.

Wei y Durian (2014)

El estrés por sequia puede provocar impactos negativos en la
morfologia de las plantas, como puede ser atrofia de la altura,
disminucion del éarea foliar y dafio en las hojas, El uso de
hidrogeles puede contrarrestar estos impactos negativos
inclusive mejorar el crecimiento y rendimiento en

condiciones climaticas desfavorables.

Huttermann et al. (2009)

La biodegradacién del hidrogel puede realizarse con
organismos  biolégicos tales como los  hongos,

descomponiéndolo de un 1 a un 9% anual.

Elshafie et al. (2020)

Mostraron que el conjunto de hidrogel y bacterias
Burkholderia gladioli, tuvo un efecto significativo en la

germinacion de semillas de Phaseolus vulgaris.

Konzen et al. (2017)

El uso de hidrogel promueve el crecimiento en altura de

planta, didmetro y biomasa en fresco en M. scabrella.

Pontes et al. (2018)

Observaron que una dosis de hidrogel de entre 2 a 3 g/L
mostré el mejor desarrollo de plantulas en Enterolobium

contortisilliqguum.

Bernardi et al. (2012)

Aplicaron una dosis de 6 g/L y observaron un incremento en
el crecimiento en altura de la planta y diametro de tallo un

23% en Corymbia citriodora.
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Sarvas et al. (2007)

Reportaron que una aplicacion de 7 g/L de hidrogel produce
mortalidad en las plantas de Pinus sylvestris.

Deaker et al. (2007)

Probaron la adicion de rizobios en semillas para mejorar la
inoculacion, por lo tanto, concluyen que la disecacion al
memento de inocular puede causar una baja tasa de
supervivencia de los rizobios en las semillas ya que los
microorganismos no la soportan y mueren o quedan en modo
de latencia.

Recomiendan el uso de agentes aglutinantes como el hidrogel
en el sustrato de las plantas de leguminasa al aplicar rizobios

para evitar la muerte por desecacion.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar del experimento

El experimento se realizé en la localidad de El Jobo, Tlapacoyan, Veracruz de
Ignacio de la Llave, México, dicha localidad esta ubicada entre la latitud 20°0'38.72"N y
longitud 97°9'56.55"0 (Figura 1). Se encuentra a una altitud de 211 metros sobre el nivel del
mar (INEGI, 2009).
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Figura 1. Localizacion de El Jobo, Tlapacoyan.
Fuente: Elaboracion propia con datos de (CONABIO, 2021).
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5.2. Obtencion de hongos y material vegetal utilizados en el experimento

Los aislados de hongos de Trichoderma longibrachiatum se obtuvieron de la
coleccion de hongos del laboratorio de Biologia Molecular ubicado en la Facultad de
Ciencias Agricolas y Pecuarias (FCAyP) perteneciente a la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla (Cuadro 3) los cuales fueron extraidos de raices de plantas de banano
de diferentes variedades con el fin de establecer los tratamientos (Cuadro 4). Se utilizaron
144 plantas de banano in vitro de la variedad oaxaquefio las cuales tenian nueve semanas de
edad, una altura de 4.5 a 5.5 centimetros, didmetro de tallo de 0.4 centimetros y con tres
hojas, la cuales fueron obtenidas del laboratorio Nature Source Improved Plants (NSPI).

Cuadro 3. Descripcién de especies de hongos endofitos utilizados.

NUMERO DE NUMERO DE
ESPECIE ACCESION DEL Comportamiento AISLADO I}EN LA
BANCO DE COLECCION DE
GENES FCAyP
T. longibrachiatum OPI157557 Endofito VIV 32
T. longibrachiatum OPI157555 Endofito VIV21
T. longibrachiatum OPI157544 Epifito Ol1R3
T. longibrachiatum OPI157545 Epifito OI5M3
T. longibrachiatum OPI157543 Endofito 0132
T. longibrachiatum OPI157550 Epifito Olll4R3
T. longibrachiatum OPI57548 Epifito OlllR3
T. longibrachiatum - Epifito Oll1RoO
T. longibrachiatum OPI157549 Epifito OlM3mM3
T. longibrachiatum OPI157551 Epifito PIV5Ro
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Cuadro 4. Tratamientos formados para el experimento de aclimatacion de
vitroplantas de banano.

UNIDADES
TRATAMIENTO (T) REPETICIONES
EXPERIMENTALES

T1 (V IV 3.2 + Hidrogel)
T2 (V IV 2.1 + Hidrogel)
T3 (O 1 1R 3 + Hidrogel)
T4 (O 15M 3 + Hidrogel)
T5 (O | 3.2 + Hidrogel)
T6 (O 11l 4 R 3 + Hidrogel)
T7 (O 11 1R 3 + Hidrogel)
T8 (O 11 1R o + Hidrogel)
T9 (O 111 3 M 3 + Hidrogel)
T10 (P IV 5 R o + Hidrogel)
T11 (Solo Hidrogel)
T12 (Testigo)

~ A BB A BB D B BB B D
W W W W W W W W W w w w

5.3. Preparacion del sustrato

Para la preparacion del sustrato se usé una mezcla de perlita, tierra de monte y peat
moss a razon de 3:1:3, estos tres elementos se mezclaron sobre plastico, con una pala de
cuchara y la mezcla de sustrato fue colocado en bolsas de plastico para ser esterilizado a 15

Ib/in? por 20 minutos en autoclave vertical (Man-Olve).

5.4. Determinacion de la concentracion de esporas de hongos endofitos

Para preparar la concentracion de esporas de cada tratamiento, se tomo un circulo
de 0.5 cm de didmetro el cual contenia la espora contenida en glicerol y se colocaron sobre
discos de papel celofan adheridos sobre medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) marca

BD Bioxon, esterilizado a 15 Ib/in?> por 15 minutos en autoclave vertical (Man-Olve),
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contenido en placas de Petri, las cuales fueron selladas con cinta parafilm (Bemis) e
incubadas a 32 °C + 2 hasta que la caja se llenara con el crecimiento. Posteriormente, con una
pinza, el hongo se retird del papel celofan, se diluyo en 200 mL de Tween 80 al 0.03 %
contenido en matraces de 500 ml, se determind y ajusto la concentracion de 1 X 10° esporas
por mL de cada aislamiento con el método de conteo Neubauer (Anexo 1). Cada solucion
obtenida de los aislados se colocé en aspersores con 240 mL de la solucion con esporas, 10s

cuales se etiquetaron con el nombre del aislado.

5.5. Aplicacion del hidrogel al sustrato

Para hidratar el hidrogel (Silos de agua S.A. de C.V.) a cada 1 gramo de hidrogel se
le agregaron 100 mL de agua destilada estéril, segin las instrucciones del fabricante.
Posteriormente en 1.92 kg de sustrato se agregaron 18 gramos de hidrogel hidratado (Rivera

et al., 2021) y se homogeneizo.

5.6. Inoculacion con hongos endofitos al sustrato con hidrogel

La mezcla de sustrato con hidrogel se extendid sobre plasticos blancos estériles de
60 x 60 centimetros y se inoculé con 240 mL de Tween 80 al 0.03% que contenia la
concentracion de 1x10° esporas por mL en 1.92 kg de sustrato con hidrogel, correspondiente

a cada tratamiento, con un aspersor manual.

Para cada tratamiento se llenaron 12 bolsas negras calibre 500 de 8 x 15 cm, las
cuales contenian 160 gr de la mezcla del sustrato con hidrogel inoculado con esporas de

hongos enddfitos y posteriormente se trasplantaron las vitroplantas a condiciones ex vitro.

5.7. Trasplante de plantulas in vitro a ex vitro e inoculacion a raiz con hongos

endéfitos

Las plantas se sacaron del medio de cultivo in vitro y su raiz fue lavada con agua
destilada esterilizada a 15 Ib/in? por 15 minutos en autoclave vertical (Man-Olve).
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Posteriormente se formaron grupos de 12 plantas, correspondientes a las repeticiones de cada
tratamiento y de cada una de ellas su raiz fue introducida en Tween 80 al 0.03% que contenia
la concentracion de 1x10° esporas por mL de esporas por 5 minutos, posteriormente todas las

plantas fueron sembradas en bolsas negras con sustrato preparado previamente.

5.8. Proceso de aclimatacion de plantulas de banano

Los tratamientos se colocaron en un microtinel con estructura de acero de 1x3
metros de longitud 0.9 metros de elevacion con cubierta de plastico blanco (Figura 2), el

microtunel se instal6 en un area bajo la sombra para mantener una luminosidad del 35 %.

Las temperaturas se registraron dentro y fuera del microtunel con un datalogger
(marca: Tzone, modelo: TempU 03), la temperatura promedio fue de 32 °C. La fase de
aclimatacion de las plantulas de banano al microtinel se realizé de diciembre de 2021 a
marzo de 2022. Se aplicaron nebulizaciones diarias para evitar el estrés de las plantulas, tres

veces al dia, donde el gasto fue de 3 litros por minuto (Cuadro 5).

Se realizaron dos fertilizaciones, una a los 26 dias y la segunda los 34 dias después
del trasplante, se agregaron 144 gramos de fertilizante NPK 20-20-20 disueltos en 1.44 litros
de agua y se aplicaron 10 mL en la base de cada planta.

Cuadro 5. Programacion del temporizador.

Hora de encendido Hora de apagado

10:00 a.m. 10:01 a.m.
01:00 p.m. 01:01 p.m.
04:00 p.m. 04:01 p.m.
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Figura 2. Estructura de acero utilizada para el experimento.

5.9. Disefio experimental

Los tratamientos se distribuyeron en un disefio completamente al azar con 12
tratamientos, 3 repeticiones por tratamiento y 4 unidades experimentales por repeticion
(Cuadro 2).
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5.10. Variables a evaluar
5.10.1. Supervivencia de esporas de hongos endofitos en el sustrato con hidrogel (SE)

Para evaluar la sobrevivencia de esporas en el sustrato de cada una de las cepas de
hongos endofitos, después de tres meses del trasplante se tomaron 10 g de suelo a 5
centimetros de profundidad de 2 unidades experimentales de cada tratamiento, ésta cantidad
de suelo se diluyo en 90 mL de Tween 80 al 0.05 % en un matraz, se agit6 en vortex por 1
minuto, se tomaron 100 uL de la soluciény se extendieron con un tridngulo de cristal estéril
sobre la superficie del medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA, marca: BD Bioxon) el
cual fue esterilizado a 15 Ib/in2 por 15 minutos en autoclave vertical (Man-Olve), contenido
en placas de Petri, en dicho medio se agregd estreptomicina en dosis de 50 uL/L de medio y
cloranfenicol a la misma concentracion contenido para evitar el crecimiento de bacterias,
posteriormente cada placa de Petri se sell6 con cinta parafilm (Bemis) y se incubo a 32 °C +
2 por 120 horas (Hernandez et al., 2021) , posteriormente se utiliz6 el programa Image J para

Windows para determinar el area de esporulacion de las cepas (anexo 2).

5.10.2. Longitud de raiz de plantas de banano (LR)

Con ayuda de un vernier electrénico, se midid la longitud inicial de la raiz principal
(LIRP) y la longitud final de la raiz principal (LFRP) desde la base del tallo a la cofia. Al
momento del trasplante y a los tres meses. Para obtener la longitud real de raiz principal
(LRR) se aplicd la siguiente ecuacion:

LRR= LFRP-LIRP.
LRR: Longitud real de raiz principal (mm).
LFRP: Longitud final de la raiz principal (mm).

LIRP: Longitud inicial de la raiz principal (mm).
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5.10.3. Diametro de raiz de plantas de banano (DR)

Con ayuda de un vernier electronico, se midio el didmetro inicial de la raiz principal
(DIRP) y el diametro final de la raiz principal (DFRP). Al momento del trasplante y a los tres

meses. Para obtener el didmetro real (DR) se aplicé la siguiente ecuacion:
DR= DFRP-DIRP.

DR: Diametro real de raiz principal (mm).

DFRP: Diametro fina de la raiz principal (mm).

DIRP: Didmetro inicial de la raiz principal (mm).

5.10.4. Longitud de plantas de banano (LP)

Con ayuda de un vernier electronico, se midio la longitud inicial de planta (LIP) y
la longitud final de planta (LFP), desde la hoja mas alta a la base del tallo. Al momento del
trasplante y a los tres meses del trasplante. Para obtener la longitud real (LR) se aplicé la

siguiente ecuacion:
LR=LFP-LIP
LR: Longitud real (mm).
LFP: Longitud final de planta (mm).

LIP: Longitud inicial de planta (mm).

5.10.5. Numero de hojas de plantas de banano (NH)

Se contabiliz6 el nimero de hojas inicial (NHI) y el nimero de hojas final (NHF)
de cada planta al momento del trasplante los tres meses. Para obtener el nimero de hojas

crecidas (NHC) se aplico la siguiente ecuacion:
NHC=NHF-NHI

NHC: Numero de hojas crecidas.
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NHF: NUumero de hojas final.

NHI: Numero de hojas inicial.

5.10.6. Peso seco de raiz de plantas de banano (PSR)

Con ayuda de un horno (Marca: Riossa, Modelo: 172) se secd la raiz, cuando tuvo
un peso constante se procedio a pesar con la ayuda de una balanza granataria el peso seco
inicial de raiz (PSIR) al momento del trasplante y el peso seco final de raiz (PSFR) a los tres
meses, expresado en gramos. Para obtener la ganancia de peso seco total en raiz (PSTR) se

aplicd la siguiente ecuacion:
PSTR=PSFR-PSIR

PSTR: Peso seco total de raiz (g).

PSFR: Peso seco final de raiz (g).

PSIR: Peso seco inicial de raiz (g).

5.10.7. Peso seco de tallo y hojas de plantas de banano (PSTH)

Con ayuda de un horno (Marca: Riossa, Modelo: 172) se seco el tallo y hojas,
cuando tuvieron un peso constante se procedio a pesar con la ayuda de una balanza granataria
el peso seco inicial de tallo y hojas (PSIT) al momento del trasplante y el peso seco final de
tallo y hojas (PSFT) a los tres meses, expresado en gramos. Para obtener la ganancia de peso
seco total en tallo y hojas (PSTT) se aplicé la siguiente ecuacion:

PSTT=PSFT-PSIT
PSTT: Peso seco total de tallo y hojas (g).
PSFR: Peso seco final de tallo y hojas (g).

PSIR: Peso seco inicial de tallo y hojas (g).
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5.10.8. Colonizacion de cepas de hongos endofitos en raiz de plantas de banano (CH)

Para determinar la colonizacion de hongos de cada tratamiento, se tomé 1 g raiz
principal y se cortd en trozos de 1 cm y se lavo con hipoclorito de sodio al 1 % por 15
segundos, se enjuagd en agua estéril por 5 minutos y se secd con sanitas estériles.
Posteriormente 10 trozos estériles fueron colocados sobre medio de cultivo Papa Dextrosa
Agar (PDA, marca: BD Bioxon) el cual fue esterilizado a 15 Ib/in2 por 15 minutos en
autoclave vertical (Man-Olve), contenido en placas de Petri, en dicho medio se agrego
estreptomicina en dosis de 50 uL/L de medio y cloranfenicol a la misma concentracion
contenido para evitar el crecimiento de bacterias. Estas cajas fueron incubadas por 24 horas
a 32 °C + 2y se monitoreo el crecimiento presentado. EI hongo crecido de cada trozo fue
observado en un microscopio compuesto (LEICA) y se determino su identidad del hongo

endofito por medio de claves taxondmicas (Herndndez et al., 2021).

5.11.  Andlisis estadistico

Para el anélisis de datos de crecimiento radicular y vegetativo y supervivencia de
esporas de hongos endofitos en el sustrato con hidrogel se determiné la distribucion normal
estandar y realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con un 95 % de confiabilidad para
determinar el efecto de los tratamientos ademas de una comparacion de medias por el método
de Tukey.

Para el anélisis de datos de colonizacion de las cepas de hongos endofitos en raiz de
plantulas de banano ex vitro tratadas con hidrogel y hongos endéfitos se utilizé la prueba de
Kruskal-Wallys mediante el uso de PROC NPARIWAY WILCOXON (Prueba de rangos
con signos de Wilcoxon con un nivel de significancia de 0.05), se utilizo el programa SAS

version 9.0 para Windows.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Supervivencia de esporas en el sustrato con hidrogel

De acuerdo con los resultados en la figura 3, se observo diferencia significativa entre
tratamientos (P < 0.05). El tratamiento con mayor supervivencia de conidias fue el inoculo
del aislado V IV 2.1 con 98% de supervivencia, seguido de V IV 3.2 con 91% y Ol 3.2 con
82%, todos de procedencia endofita. Encontrandose resultados similares con Hoyos et al.
(2015) que mostraron que Trichoderma spp. aplicado a una concentracion de 1x10° en
sustrato de plantas que tiene alta capacidad de competencia en el suelo, y sobrevive
mantenido esta poblacién por més de 44 dias después de ser inoculado, ya que en esta
investigacion se utilizo la misma concentracion. Sin embargo, es necesario mencionar que
no todos los aislados de la misma especie tienen el mismo comportamiento (Lu et al., 2004),
en este caso las conidias del aislado O 11 1 R O con comportamiento epifito tuvieron la menor
supervivencia de 11.86%. A pesar de que ya se han documentado varios aspectos sobre el
comportamiento de hongos endoéfitos y epifitos, existen pocos estudios sobre la eficacia de
su supervivencia en sustrato con hidrogel.

Por otra parte estudios realizados por Deaker et al., (2007) en sustratos tratados con
hidrogel mostraron que la tasa de supervivencia en Rizobium sp. aumenté al evitar la
disecacion y mantener la humedad por mas tiempo disponible para la microbiota. Asi mismo
Chaithra y Sridhara, (2018); Pattanaaik et al., (2015) y Yadollahi et al., (2012) mencionan
que la disponibilidad de humedad mejora las comunidades microbianas presentes en el suelo.
Lo que es posible, debido a que el hidrogel retiene el 90% de agua que se le aplica, es decir,
2/3 partes de esta agua son absorbidas por la planta, mientras que el agua restante queda
disponible en el suelo y puede ser aprovechada por los microorganismos presentes (Guan &
Wu, 2007).

27



70

60
ba ba
50 bac
bac
< 40 bac
3 b
m ac
b
S ac
20 be
c
10 i
0
Vv ) ™
< < < <
0’\

Vv N > ™ QO > Q
e 4 & %‘ Aa <+ Aot
R O SRS N P
P o) * O *0\ #O O *0\ R
¢ Endofito
* Epiﬁto AISLADOS

*Indica diferencia estadistica a nivel (P < 0.05), Tukey; Coeficiente de variacion (CV) =22.5

Figura 3. Supervivencia de esporas en el sustrato con hidrogel después de tres

meses de inoculacion.

6.2. Desarrollo radicular y vegetativo en plantulas de banano ex vitro
6.2.1. Longitud de raiz

Con los resultados obtenidos en la figura 4, se observd diferencia significativa entre
tratamientos (P < 0.05), el mejor tratamiento fue el aislado O | 3.2 el cual tiene
comportamiento enddfito, seguido por P IV 5 R O con comportamiento epifito a diferencia
del testigo. En investigaciones relacionadas con aislados de T. asperellum, T. harzianum y
T. longibrachiatum en el cultivo de jitomate (Ruiz et al., 2018) se obtuvieron resultados
semejantes ya que indujo el crecimiento en longitud de raiz, al igual que en el cultivo de
maracuya al ser inoculado con Trichoderma harzianum se obtuvo el amento en longitud de
raiz (Cubillos et al., 2009). Estos estudios demuestran el efecto de Trichoderma spp. como

generador del crecimiento vegetal, dicho crecimiento esta relacionado con la capacidad de
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los aislados en solubilizar fosfatos, micronutrientes y cationes minerales Utiles para el
metabolismo de las plantas (Tucci et al., 2011). Sin embargo la respuesta en la estimulacion
de crecimiento y desarrollo de planta es diferente ya que depende del tipo de aislado utilizado
y su tipo de interaccidn con los tejidos de la plantas, ademas de la concentracion del aislado,

la forma de aplicacion, la humedad y la temperatura (Lu et al., 2004).

Sin embargo, de acuerdo con los resultados del estudio el efecto combinado de
ambos no necesariamente sugiere un efecto sinergista, debido a que el aislado O | 1 R3 epifito
promovid igual longitud de raiz al que contenia solo hidrogel, por lo tanto, esto sugiere, que
el efecto sinergista depende del tipo de aislado que estemos aplicando como es el caso del
aislado P IV 5 R endéfito y P IV 5 R O epifito. Por otra parte, de acuerdo con los resultados
del estudio, la longitud de raiz de las plantas tratadas no depende de la procedencia endéfita
o epifita del hongo lo que se puede observar en el resultado mostrado por los aislados VIV

3.2y VIV 2.1 de procedencia enddfita comparados con los de procedencia epifita.

Estudios realizados por Rivera etal., (2021) menciona que el uso de agentes
retenedores de agua como el hidrogel puede inducir el crecimiento del sistema radicular de
las plantas ya que existe una mayor area de humedecimiento disponible para ellas, aun
incluso si se aplica de forma localizada. Mientras que en plantas de tabaco se vio un efecto
en la actividad radicular (Huang et al., 2018) ya que existe una disminucion del estrés hidrico
al aplicar hidrogel (Satriani et al., 2018) por otra parte el estrés hidrico puede ocasionar
impactos negativos en la morfologia de las plantas, asi como también limitar su crecimiento
(Wei & Durian, 2014).

Por otro lado, los tratamientos que indujeron menor longitud en raiz fue el aislado
O 1 1 R3 con comportamiento epifito y el tratamiento que contenia solo hidrogel, lo que
sugiere gue los hongos endofitos potencian el crecimiento de raiz en plantulas de banano al

aplicarse con hidrogel en el sustrato.
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Figura 4. Longitud de raiz de plantulas de banano después de tres meses del

trasplante.

6.2.2. Diametro de raiz

De acuerdo con los resultados en la figura 5, se observo diferencia significativa entre
tratamientos (P < 0.05). El aislado que indujo mayor crecimiento en didmetro fue O 15 M 3,
lo que sugiere que existe estimulacién hormonal por los aislados de hongos usados en el
estudio sobre las células que conforman el tejido de crecimiento o cambium vascular de las
plantas de banano. Coincidiendo con los resultados de Kalhapure etal. (2016) que
encontraron que el hidrogel fue capaz de mejorar el crecimiento de raices, mientras que en el
cultivo de Capsicum chinense cuando se aplicaron cepas de Trichoderma spp. obteniendo
diferencias significativas en crecimiento de raices (Candelero et al., 2015), mientras que
Ortufio et al. (2013) lograron aumentar el volumen radical de Lactuca sativa L. hasta 67.5%
al aplicar aislados de Trichoderma spp. y concluyeron que al aplicarlos se promueve el
crecimiento vegetal de esta especie. Dicho crecimiento puede atribuirse a la estimulacion del
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hongo a producir &cido indolacético el cual acidifica la rizosfera y solubiliza nutrimentos
para que la planta los puedan absorber (Bonilla, 2005). Al respecto, autores como Tucci et al.
(2011) observaron que Trichoderma spp. puede solubilizar fosfatos y micronutrientes Gtiles
para el metabolismo de la planta, ademas de producir fitohormonas como auxinas,
citocininas, giberelinas, y especialmente acido indolacéticos (AlA) (Dominguez et al., 2016)
que estimulan el crecimiento vegetal (Tucci et al., 2011), lo que resulta en aumento en

diametro de las plantas tratadas con este hongo.

1.8

a*
b ba ba
1.6 a ba
ba b ba
a
L4 ba b b ba
ﬂ 1.2
5 1
= 0.8
0.6
0.4
0.2
0
Y N ™ &) v ] ™ Q » Q &N O
RS R S LSRN & NP &
4\ 4\, *0\ 0\ 1&1(0 \’% N \\\ @f*) é Q'O (50
% ) # O O QO O R S <
. Q\’O
¢ Endofito S
* Epifito AISLADO

*Indica diferencia estadistica a nivel (P < 0.05), Tukey; Coeficiente de variacion (CV) = 24.4
Figura 5. Diametro de raiz de plantulas de banano después de tres meses del
trasplante.

6.2.3. Longitud de planta

De acuerdo con los resultados en la figura 6, se observo diferencia significativa entre
tratamientos (P < 0.05). El tratamiento que generé mayor longitud fue el aislado V' 1V 2.1 de
procedencia endofita, a diferencia del testigo y el aislado V IV 3.2 también de procedencia

enddfita el cual generé menor longitud que el testigo lo que sugiere que el efecto en longitud
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de planta no depende de la procedencia o comportamiento de los hongos. Resultados
similares encontraron Ruiz et al. (2018) al inocular con Trichoderma longibrachiatum en
plantas de tomate, las cuales mostraron 13% mas altura que el testigo. Mientras que Pelagio
etal., (2017) al inocular Trichoderma atroviride en plantas de Arabidopsis observservaron
que estas mostraron un incremento en altura. Asi mismo Nieto et al., (2017) y Hung et al.
(2013) mencionan que la interaccion de Trichoderma spp. con la planta mejora el

enraizamiento y la capacidad de absorber nutrientes y agua lo que aumenta su crecimiento.

Por otra parte autores como Konzen etal., (2017) encontraron que el uso del
hidrogel promueve el crecimiento en altura de planta en arboles de Mimosa scabrella
mientras que Bernardi et al. (2012) al usar hidrogel en plantas de Corymbia citriodora
observaron un incremento en altura de planta. Asi mismo la ausencia de estrés hidrico en
plantas con hidrogel en el sustrato puede mejorar el crecimiento, incluso aun en condiciones

climaticas desfavorables (Wei & Durian, 2014).
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6.2.4. Numero de hojas

De acuerdo con los resultados en la figura 7, se observo diferencia significativa entre
tratamientos (P <0.0029). Los aislados VIV 2.1,015M 3,011 1RO, P IV 5R O tuvieron
efecto similar al testigo, ya que tuvieron igual nimero de hojas, por lo que se descarta que el
efecto sea atribuible a la combinacion de hidrogel con los aislados, o al hidrogel sin combinar.
Sin embargo, a pesar de que en el estudio no se encontrd efecto en los tratamientos se
concuerda con los resultados de Hoyos etal. (2015) encontraron que el aislado de
Trichoderma longibrachiatum aumento el area foliar en plantas de Phaseolus vulgaris,
mientras que estudios realizados por Ruiz et al., (2018) en jitomate mostraron resultados
significativos en la produccion de hojas al ser inoculadas con Trichoderma asperellum,
Trichoderma harzianum y Trichoderma longibrachiatum. Por otra parte, autores como
Huang et al. (2018) encontraron que el uso de hidrogel en plantas de tabaco aumenté el area
foliar y el numero de hojas mientras que la actividades de enzimas como la Perdxido

dismutasa, la peroxidasa y la catalasa disminuyeron debido a la falta de estrés hidrico.
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6.2.5. Peso seco de raiz, tallo y hoja

De acuerdo con los resultados en las figuras 8y 9, se observo diferencia significativa
entre tratamientos (P < 0.0005). El tratamiento que indujo mayor peso seco de raiz, tallo y
hoja fue el aislado O | 3.2 de origen enddfito, a diferencia del testigo y so6lo hidrogel, lo que
sugiere un efecto combinado del aislado y el hidrogel, sin embargo, depende en gran parte
del tipo de aislado. Estudios similares coinciden con los resultados de esta investigacion
donde al inocular plantas de Lolium perenne, Trifolium repens, Medicago sativa y Pisum
sativum L. con Trichoderma harzianum y Trichoderma spp. obtuvieron diferencia
significativa e incremento en la produccion de materia seca (Le6n, 2015; Acurio y
Imbaquingo, 2016 y Eraso Insuasty et al., 2014). Al igual que los encontrados por Ruiz et al.,
(2018) en plantas de jitomate y los de Ldpez & Gonzalez (2004) en plantas de Capsucum
annuum donde se logré 38% de amento de biomasa al aplicar cepas nativas de Trichoderma
spp. Asi mismo en plantas de Lactuca sativa L. se obtuvo una ganancia del 82% de biomasa

aplicando cepas de Trichoderma spp. (Ortufio et al., 2013).
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6.3. Evaluacion de la eficacia de colonizacidn en raices

De acuerdo a los resultados en el cuadro 6, se observé diferencia significativa entre
tratamientos (X2 005 = 28.29, P < 0.05). La mediana mas grande correspondio al aislado 0 11
3 M 3 que tuvo mayor endofitismo con una media de colonizacion de 39.62, la cual representa
el 48.3 %, seguido del aislado V 1V 2.1 con una media de colonizacion de 28.5, la cual
representa el 43.3 %, y el aislado O | 3.2 con una media de colonizacion 28.5, la cual
representa el 43.3 %. El resultado obtenido en esta investigacion concuerda con los
encontrados por Ruano et al. (2016) y Samolski et al. (2012) la mayoria de las especies de
Trichoderma investigadas colonizan la superficie de la raiz o viven como enddfitos dentro
de sus tejidos. En este estudio el aislado O Il 3 M 3 de procedencia epifita tuvo mayor
colonizacion dentro de la raiz lo que quiere decir que adquirié un comportamiento endofito,

mientras que los aliados de comportamiento enddfito V IV 2.1y O | 3.2 a pesar de que no
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tuvieron la mediana de colonizacién mas alta, tuvieron un efecto considerable en las variables

de crecimiento radicular y vegetativo en aclimatacion de plantas de banano.

Cuadro 6. Comparacion de medianas de cuadrados minimos obtenidos con Kruskal

Wallis de colonizacién de Trichoderma longibrachiatum en raiz de banano

Tratamientos (T) Mediana de colonizacion de
raiz

Aislados endofitos

VIV 3.2 (T1) 11.9

VIV 2.1(T2) 28.5

O 13.2(T5) 28.5
Aislados epifitos

O11R 3(T3) 7
O 15M 3 (T4) 13.125
Oll4R3(T6) 19.25
ON1R3(T7) 26.33
OIl1R0(T8) 10.16
OlI3M3(T9) 39.62
PIV5Ro0(T10) 7

Coeficiente de variacion (CV) = 26.3

Aunque no se pudo observar en este estudio el efecto del hidrogel sobre la
colonizacion de los diferentes aislados inoculados en raiz autores como Gokavi et al., (2018)
y Deaker et al. (2007) mencionan que el uso de hidrogel mantiene la humedad disponible en
el suelo que ayuda a mejora la actividad de su microbita, por otra parte en plantas de maiz se
pudo encontrar que el hidrogel mejora la actividad de microorganismos benéficos del suelo,
mejora la distribucion de la humedad por la tanto la abundancia de bacterias como Bacillus,

Pseudomonas y Burkholderia las cuales son promotoras del crecimiento de las plantas (Yang
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et al., 2020). Esto siguiere que deberia probarse el efecto del hidrogel sobre la colonizacion
hongos enddfitos.
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VII. CONCLUSIONES

El hidrogel aplicado al sustrato puede aumentar la supervivencia de aislados de
Trichoderma longibrachiatum de procedencia endofita o epifita. Asi mismo, el trasplante de
vitroplantas sobre este sustrato y la inoculacién de hongos mejora la longitud de raiz,
incrementa el diametro y con ello aumento el peso seco, asi como el de tallo y hoja de plantas

de banano en fase de aclimatacion, mas no aumenta el nimero de hojas.

Aunque los aislados de Trichoderma longibrachiatum provengan de diferente
fuente de aislamiento y tengan diferente comportamiento (endéfito y epifito) se pueden
utilizar para promover crecimiento radicular y vegetativo en plantas de banano en fase de
aclimatacion, ya que mientras algunos de ellos promueven el desarrollo radicular, otros
promoveran el desarrollo vegetativo, sin embargo, habrd muy pocos que tengan buen
resultado sobre ambos, ademas de tener buena supervivencia en el sustrato y buena

colonizacion sobre la raiz de la planta.

El comportamiento de las diferentes cepas de Trichoderma fue variable, sin
embargo, el aislado O | 3.2 fue més consistente en la mayoria de las variables medidas, ya
que longitud de raiz, peso seco de raiz, peso seco de tallos y hojas presento los valores mas
altos y en supervivencia, diametro de raiz y nimero de hojas presento valores que le siguieron
al valor mas alto, por lo que se puede inferir que este tratamiento es el que mejor dio

resultados positivos.
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IX.  ANEXOS

1. 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 y agregar 75 microlitros (uL) de Tween 80. Esterilizar a
una presién de 15 Ib/in2 por 15 minutos. Almacenar cerrado a temperatura ambiente.

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

suspension de esporas en un vortex durante 5 minutos.

Agitar la suspension de esporas en un vortex durante 1 minuto. Colocar un
cubreobjetos sobre la camara 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 calculo de las concentraciones, obtenido el promedio de cada una de

la suspension de esporas, se aplica las siguientes formulas:

e Formula para calcular el nimero de esporas por mililitro:
Numero de esporas/mL= (Promedio de esporas) (1X10°)
e Férmula para calcular el volumen:

Volumen a disolver= (1X10°.Volumen requerido) / Numero de esporas por mL.

Por ultimo, tenemos que agregar el Volumen a disolver (V) en el volumen requerido.
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2.

Instrucciones para el programa Image J

a. La imagen se coloreo con el area del hongo de color azul con la siguiente
configuracion:

Colores ? X
Rl oot
o ==
Mgdelo de color:  RGB v

Rojor 21 |
Nuevo

Yerde: 126 15
- 2t .
4

Actual

b. File > Open > Elegir imagen

4 Image) — b

Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
New MAQMﬂ%/MV\I\P

Open Next Ctri+Mayis+O
Open Samples

Open Recent

Import

Show Folder

Close Ctrl+W
Close All Ctri+Mayas+W
Save Ctr+S
Save As

Revert Ctrl+Mayus+R
Page Setup_

Print.. Ctri+P
Quit

c. Herramienta Straight > Trazar una linea en la regla de 1 cm

4 Image) = X
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

oo/ c|olf <&\ Alo|m 4| o f]o] ]| | | |»

*Straight*, segmented or freehand lines. or arrows (alt or long click to switch)

d. Analyze > Set scale > Know distance: 1 > Unid: CM

4 Image) . X
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

gjoja|ofll <|Es ettt e 4] | | |

Magnifying glass (or "+" and "-"

Distance in pixels:

o
Known distance: |1
Pixel aspectratio: |1.0

Unitof length:  |CH|

Click to Remove Scale |

¥ Global ‘

Scale: <no scalex

OK | Cancel | Help

51



e. Image > Adjust > Color Threshold; Hue: 16-156; Saturation: 50-244 y Brighness:
234-255.
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