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RESUMEN

El endofitismo de hongos en plantas tiene efectos benéficos y depende de varios factores. En este
estudio se evalu6 el endofitismo individual y el consorcio de cinco especies — Trichoderma spirale,
T. longibrachiatum, T. parareesei, T. andinense y T. hamatum— en raiz y bractea de banano Williams
y Francés in vitro. La mortalidad, la longitud y el didmetro de raiz de plantas ex vitro fueron
= 31.13, P<0.05);

T. longibrachiatum y T. hamatum tuvieron 48 por ciento de endofitismo en la variedad Williams,

evaluados. Se observaron diferencias significativas de endofitismo en raiz (X?
y T. spirale, 58 por ciento en la variedad Francés. El tratamiento formado por las cinco especies
presento 24 por ciento de endofitismo en raiz de la variedad Williams y 8 por ciento en la varie-
dad Francés. Se observd relacion entre endofitismo y crecimiento de diametro de raiz (R>=0.771,
P<0.05); sin embargo, no se observo relacion (R*= 0.298, P<0.05), (R?= 0.089) entre endofitismo de

especies de Trichoderma y mortalidad de plantas de banano de ambas variedades.

PALABRAS CLAVE
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ABSTRACT

Endophytism of fungi in plants has beneficial effects and depends on several factors. In this
study, we evaluated individual endophytism and the consortium of five species — Trichoderma
spirale, T. longibrachiatum, T. parareesei, T. andinense and T. hamatum — in root and bract in Williams
and French bananas in vitro. Mortality, length and root diameter were evaluated on ex vitro plants.
=31.13, P<0.05). Trichoderma longi-
brachiatum and T. hamatum had 48% endophytism in the Williams variety, while T. spirale, 58% in

We observed significant differences in root endophytism (X?
the French variety. The treatment which consisted of the five species of Trichoderma had 24% en-
dophytism in the root of the Williams variety, and 8% in the French variety. Correlation between
endophytism and root diameter growth was observed (R’=0.771, P<0.05). However, relation (R? =
0.298, P <0.05), (R?=0.089) was not observed between endophyte of Trichoderma species and plant

mortality of both banana varieties.
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INTRODUCCION

Los endofitos son microsimbiontes que habitan el
interior del tejido vegetal y pasan su ciclo de vida
sin causar efectos perjudiciales a la planta huésped.
Estos pueden ser bacterias, hongos o actinomicetos
(Guzman-Guzman et al. 2019). Los hongos endofitos
(HE) se caracterizan por establecer relaciones mu-
tualistas: mientras la planta provee al hongo alimento,
hospedaje y proteccion, el hongo confiere a la planta
potencial adaptativo frente a condiciones adversas
de tipo abidtico, tolerancia a sequia, estrés salino,
oxidativo y suelos acidos, con altos contenidos de zinc
(Zn) y aluminio (Al) (Fontana et al. 2021; Rubio et al.
2017).

Entre los principales endofitos, Trichoderma
sp. (Hipocleales: Hipocraceae) es considerado an-
tagonista natural de fitopatégenos, y es uno de los
principales hongos que se ha encontrado en el interior
de tejidos radiculares y partes aéreas de plantas
(Ruano-Rosas et al. 2016; Samolski et al. 2012); por
ello, se le asocia con un mayor crecimiento de brotes
y raices (Cai et al. 2015). Asimismo, se ha observado
que la colonizaciéon de raices por parte de estos or-
ganismos permite mayor adquisicion de nutrientes
del suelo y mejora la eficiencia en el uso de nitrégeno.
También se asocia a la induccion de resistencia de los
cultivos a enfermedades y plagas, ademas de reducir
los sintomas de estrés abiotico (Castro-Restrepo et al.
2022; Fontana et al. 2021). A través del tiempo, se han
hecho estudios sobre los beneficios de Trichoderma sp.
inoculado sobre tejido de plantas in vitro, en los que
se observa enraizamiento y promocion de crecimiento
(Soumare et al. 2021).

En México, la técnica in vitro es una herramienta
empleada en varios cultivos, incluyendo el banano
(Galan et al. 2018), y ha permitido obtener grandes
cantidades de plantas con buenas caracteristicas fe-
notipicas, genotipicas, de vigor, ademas de reducir el
riesgo de diseminacion de plagas y enfermedades. Sin
embargo, en cultivo in vitro, la transicion entre la fase
de laboratorio y la de invernadero —conocida como
aclimatacion— es considerada una etapa critica, que
determina la supervivencia y el establecimiento de
plantulas (Soumare et al. 2021), debido a que implica
cambios drasticos en la condicién de cultivo para las
plantas. Cuando no son propicias estas condiciones
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de cultivo, pueden provocar estrés y muerte, pues se
produce una disminucion en el rendimiento entre 40
y 60 por ciento (Burhanuddin 2021). Por lo anterior,
es necesario aplicar técnicas de adaptacion de con-
diciones in vitro a ex vitro, como la induccion endéfita
de Trichoderma en plantas in vitro, con el objetivo de
estimular el crecimiento de raiz en el suelo durante
el desarrollo temprano. En banano existen pocos
estudios sobre colonizacion de raices por parte de mi-
croorganismos, razén por la cual el objetivo de este
trabajo fue evaluar la capacidad endofitica in vitro de
Trichoderma sp. sobre dos variedades de Musa AAA,
asi como su capacidad de colonizacién de raices y
bracteas.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevé a cabo en la Facultad de Ciencias
Agricolas y Pecuarias de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, ubicada en San Juan Acateno,
Teziutlan, Puebla, México, de donde se obtuvieron las
especies de Trichoderma: T. spirale MKO086990, T. lon-
gibrachiatum MKO086985, T. parareesei MK086987, T.
andinense MK086991 y T. hamatum MK086996 (Figura
1). Las plantas de banano (Musa AAA) de las va-
riedades Williams y Francés —las cuales se obtuvieron
del Laboratorio Nature Source Improved Plants S. A
de C. V (Tapachula Chiapas, México)— y crecieron en
medio de cultivo Murashige y Skoog (MS).

Endofitismo de especies de Trichoderma en bracteas y
en raices de plantas de banano

Para el ensayo, se emplearon especies de Trichoderma
recuperadas de -80°C, crecidas en Agar Dextrosa
Papa (PDA) e incubadas a 30+2 °C por cinco dias.
De los crecimientos se hicieron concentraciones que
fueron ajustadas a 1x10* esporas mL”, y de éstas
colocaron 10 pL en cajas Petri nuevas, con medio de
cultivo PDA, donde se habian marcado previamente
cuatro puntos. Todas las cajas fueron incubadas en
las mismas condiciones mencionadas anteriormente
por 24 h. También se emplearon 35 plantas de banano
(Musa AAA) in vitro de la variedad Williams y 35 de
Francés; ambas variedades fueron repartidas en siete
frascos.
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Endofitismo de Trichoderma en banano

Cada tratamiento consistio en la combinacion de
la variedad de banano y especie de Trichoderma, un
consorcio (mezcla de las cinco especies) y el testigo
absoluto sin aplicar (Figura 1), lo que dio como
resultado 14 tratamientos. Para evaluar la capacidad
endofita o colonizacién, se contd el nimero de raices
con micelio interno, y para evaluar el efecto de la co-
lonizacidn, se evaluaron las variables peso, elongacién
de raiz y diametro; ademas, se determind la relaciéon
entre colonizacién y mortalidad.
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Figura 1. Distribucién de tratamientos de Trichoderma inoculadas solas y en
consorcio, en raices de dos variedades de banano.

La inoculacion de las plantas consistio en cortar
dos circulos de 0.5 cm de didmetro de crecimiento
de la espora sobre el medio de cultivo, los cuales se
colocaron en la pared interior del frasco que contenia
las plantas de banano; posteriormente, todos los tra-
tamientos fueron incubados a 27+2 °C por 120 h.

Transcurrido este tiempo, se evalud el cre-
cimiento del hongo dentro de los tejidos; el proce-
dimiento consistio en seleccionar al azar cinco raices
y tres bracteas por planta, con cinco repeticiones por
tratamiento. El material fue lavado con agua estéril,
luego de lo cual se retir6 el exceso de humedad con
papel absorbente; después, se cortaron secciones de
0.5 cm? las cuales se colocaron sobre portaobjetos
y fueron tefiidas con azul de lactofenol a 1 por
ciento; finalmente, luego de colocarles cubreobjetos,
se visualiz6 el crecimiento micelial sobre y dentro
del tejido del area tefiida, bajo el objetivo de 100X
de un microscopio compuesto (Leica Microsystems,
modelo ICC50, Wetzlar, Alemania). Posteriormente,
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se contabilizaron las plantas con crecimiento endofito
y sin él.

Relacion entre endofitismo, peso, elongacion y
diametro de raices de banano

Para determinar la relacion endofitica y el enrai-
zamiento se tomaron el testigo y las plantas de banano
de la variedad Francés inoculadas con T. andinense, la
variedad que tuvo menor mortalidad y presentd cre-
cimiento endoéfito; se les retird el medio de cultivo de
la raiz con agua corriente; luego, se dejaron reposar
en una solucion de estreptomicina de 50 mg mL", se
pesaron y se midio la longitud y el didmetro de raiz.
Posteriormente, las plantas fueron sembradas en una
mezcla de perlita, peat moss y suelo, en una proporcion
de 1:1:3 y se evaluaron por 90 dias. Transcurrido el
tiempo, se contabilizaron las plantas vivas y muertas,
se retir6 el suelo de cada una y se midid el peso fresco
(g), la elongacion (cm) y el didmetro de raiz (cm).

Andlisis estadistico

Para el experimento de endofitismo de especies de
Trichoderma en bracteas y raices de banano, se calculd
el porcentaje, donde: % = numero de plantas con
presencia del hongo enddfito/total de plantas por tra-
tamiento x 100. Los datos de porcentajes obtenidos
de endofitismo en bracteas y raices fueron analizados
con la prueba de Kruskal Wallis, mediante el uso de
PROC NPARIWAY WILCOXON (Prueba de rangos
con signos de Wilcoxon con nivel de significancia de
0.05). Para conocer el efecto de crecimiento endoéfito
de los tratamientos sobre la mortalidad de plantas, se
empled la prueba de Kruskal Wallis, en la cual se hizo
una comparacion de medias de cuadrados minimos y
se realizé un analisis de correlacion de Pearson para
determinar la relacién entre endofitismo y niimero de
plantas muertas, asi como la relacion endofitica y en-
raizamiento (peso, elongacion y diametro de raices),
los datos de colonizacion enddfita, y peso, longitud
y didmetro de raiz de plantas de la variedad Francés
inoculadas con T. andinense. El analisis se llevo a cabo
con el software estadistico SAS version 9.0 y SPSS
Statistics version 25 para Windows®.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Endofitismo de especies de Trichoderma en bracteas y
en raices de plantas de banano

El experimento present6 endofitismo (X° = 26.43,
P<0.05), pues se observé micelio interno en raices y
bracteas en ambas variedades; sin embargo, fue mayor
en bracteas (Figura 2).
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Figura 2. Endofitismo de Trichoderma sp. en raiz y bractea en dos variedades
de banano.

Los hongos endofitos se han encontrado en plantas
de diversos ecosistemas; entre éstos, las especies de
Trichoderma son capaces de colonizar tejidos de arboles
forestales, frutales, y plantas arbustivas (Cai et al.
2015; Panek et al. 2013). Sin embargo, existe poca in-
formacion de su endofitismo en plantas de banano y
su posible efecto benéfico. En este estudio, se observd
micelio interno de T. hamatum y T. longibrachiatum en
tejidos de banano de las variedades William y Francés,
lo cual sugiere que las especies Trichoderma son
endofitas en banano al desarrollarse en espacios inter e
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intracelulares. Lo anterior concuerda con estudios desa-
rrollados por Cai et al. (2015), quienes mencionan que
plantas de jitomate presentaron crecimiento interno
de Trichoderma en raiz. Asimismo, Zhao et al. (2018)
indican que, en el cultivo de rosal, las comunidades
fangicas endofitas estdn mas influenciadas por la
etapa de desarrollo que por la variedad de planta y los
tejidos, pues éstos desempenan un papel menor en la
configuracion de la microbioma de las variedades de
rosales estudiadas.

Se presentd mayor endofitismo en bractea de
banano (53%) que en raiz, con mas de 15 por ciento
de colonizacién. En contraste, estudios realizados por
Zhang et al. (2014) con T. harzianum y Beauveria bassiana
encontraron que la colonizacion en raiz y semilla de
cacao y banano fue mayor en las partes subterraneas
que en las aéreas, lo que sugiere la probabilidad de
que estos hongos se dispersen mas facilmente en el
suelo, al colonizar la rizosfera, con la posibilidad de
reinfectar raiz.

Las especies de Trichoderma que presentaron
mayor endofitismo en bracteas de las dos variedades
inoculadas fueron T. spirale, T. parareesei y T. hamatum
(Figura 3); sin embargo, el analisis no revel6 diferencia
significativa entre los tratamientos (X’ , = 19.74,
P<0.05).

Al respecto, Li et al. (2020) mencionan que las co-
munidades de hongos endoéfitos también son afectadas
por el tipo de tejido en raiz y tallo al que colonizan,
debido a las sustancias secretadas por dichos tejidos.

En raiz, se observaron diferencias significativas
entre las variedades de banano inoculadas con las

0 o

T. spirale T. parareesei T. andinense

T. longibrachiatum

Consaorcio Testigo

Figura 3. Endofitismo de especies de Trichoderma en bractea de dos variedades de banano.
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especies de Trichoderma (X’ = 31.13, P<0.05). La
variedad Williams inoculada con T. longibrachiatum y T.
hamatum presentd endofitismo de 48 por ciento (Figura
4); mientras que estas especies en la variedad Francés
presentaron endofitismo de 40 y 36 por ciento, respec-
tivamente, y con T. parareeseie, 48 por ciento.

De acuerdo con el andlisis taxonémico hecho por
Khondoker et al. (2020), investigar los patrones de
ensamblajes de comunidades endofitas en diversos
cultivares revel6 que los cultivares huéspedes tienen
un impacto significativo en los ensamblajes de la
comunidad enddfita en todos los sitios de estudio. De
esta manera, los cultivares pueden desempefiar un
papel importante en el endofitismo de hongos.

El menor endofitismo mostrado en raiz se presentd
en las plantas tratadas con el consorcio de las cinco
especies, lo que concuerda con las afirmaciones de
Sharma et al. (2020), quienes mencionan que, de toda
la formulacion consorcial aplicada globalmente, pocas
muestran un efecto sinérgico cuando se utilizan grupos
grandes de microorganismos, en comparacion con el
uso de un solo microoganismo o pequefios consorcios
microbianos. Si bien hay efectos positivos en estos
grupos, también pueden surgir efectos antagonicos,
entre mas grandes sean.

Se presentaron diferencias significativas en
mortalidad de plantas entre las distintas especies de
Trichoderma inoculada en ambas variedades (X° , =
27.3877, P<0.05); en este sentido, el tratamiento 10
(T. andinenese) en banano Francés (Cuadro 2) mostro
menor mortalidad sobre esta variedad de plantas. Sin

embargo, el analisis de correlaciéon no indicé relacion
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Cuadro 2. Comparacion de medias de cuadrados minimos
obtenidos con Kruskal Wallis de crecimiento endoéfito en
raiz y mortalidad de plantas en dos variedades de banano.

Tratamientos 0 Ge0 o mueras

Variedad Williams
1. T. spirale 32.4 38
2. T. parareesei 32.4 38
3. T. andinense 435 * 38
4. T. longibrachiatum 41.2 38
5. T. hamatum 56.0 * 38
6. Consorcio 243 * 38
7. Testigo 7.5% 31

Variedad Francés
8. T. spirale 39.3 38
9. T. parareesei 43.5* 38
10. T. andinense 249 17
11. T. longibrachiatum  37.3 38
12. T. hamatum 34.2 38
13. Consorcio 12.5* 38
14. Testigo 7.5% 31

*indica diferencia estadistica a nivel de 0.05.

entre la mortalidad y el endofitismo de ninguna de las
especies de Trichoderma (R= 0.0432, P<0.05).

Al respecto, Hazarika (2003) menciona que la tasa
de mortalidad en la fase de aclimatacion de ambas va-
riedades es un fendmeno frecuente cuando las plantas
se pasan a condiciones ex vitro por: transpiracion
excesiva, baja disponibilidad de agua, disponibilidad
de nutrientes, supresion de fotosintesis y sensibilidad

& Francés (B)

4 B Williams (A)

0 0

Consorcio Testigo

Figura 4. Endofitismo de especies de Trichoderma en raiz de dos variedades de banano.
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al estrés ambiental. Asimismo, la respuesta de la planta
ante la asociacion temprana con hongos endofitos
conlleva cambios en el metabolismo que implican un
gasto de energia, la cual es requerida cuando la acli-
matacion es inmediata a la colonizacion, puesto que
la planta sera sometida a nuevos requerimientos de
adaptabilidad (Savona et al. 2009).

Relacién entre endofitismo, peso, elongacion y
diametro de raices de banano

No hubo relacién entre endofitismo de T. andinense y
las variables de peso y longitud de raiz, (R>=-0.08575,
P<0.05); sin embargo, se observé una relacion (R?=0.771,
P<0.05) entre endofitismo y el didmetro de la raiz
principal de banano Francés (Cuadro 1).

Cuadro 1. Correlacion de Pearson entre endofitismo de T.
andinense, peso de planta, longitud y didmetro en raiz en
banano var. Francés.

Endofitismo Peso Longitud Diametro
(%) (g (cm) (cm)

Colonizaciéon x
endofita (%) 1.00 -0.09 -0.09 0.77

Peso (g) -0.08 1.00 1.00** -0.25
Longitud = 5 1.00** 1.00 -0.25
(cm)

Didmetro /s 2025  -0.25 1.00

(cm)

La correlacion es significativa en el nivel de 0.05%, o en el nivel 0.01** (bilateral),
n=>5.

Los resultados sugieren una respuesta de esta
variedad a esta especie de Trichoderma. No obstante,
varias especies colonizan la raiz de las plantas y
promueven rapidamente el crecimiento inicial (Tseng
et al. 2020); asimismo, He et al. (2020) mencionan que la
inoculacion con T. viridae mejora el desarrollo de raices
y la absorcion de nutrientes de plantas hospedantes;
por lo tanto, podria mejorar el crecimiento de las
plantas y la producciéon de biomasa, de manera similar
a T. harzianum, donde se ha observado engrosamiento
de raiz (Kakabouki et al. 2021).
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CONCLUSIONES

Las especies de Trichoderma: T. spirale, T. longi-
brachiatum, T. parareesei, T. andinense y T. hamatum, asi
como el consorcio de las cinco especies de Trichoderma
evaluadas, tienen la capacidad de crecer endéfitamente
en raiz en las variedades William y Francés de banano,
aunque el endofitismo de algunas que conforman
el consorcio se ve afectado. Algunas especies de
Trichoderma tienen mayor endofitismo en bractea que
en raiz, por lo que se sugiere que el tipo de tejido
también influye en el endofitismo.

Por otra parte, T. andinense fue una de las especies
de Trichoderma endofitas efectivas para engrosamiento
de raiz de plantas de banano Francés en este estudio,
pero no para banano Williams. Respecto a la relacién
entre mortalidad de plantas y endofitismo, Trichoderma
es un hongo endofito incapaz de causar la muerte a
plantas de banano Williams y Francés, por lo que en el
traspaso de condiciones in vitro a ex vitro se recomienda
cuidar las condiciones que induzcan a la mortalidad.
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