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RESUMEN

Hongos endofiticos son aquellos que colonizan los tejidos vegetales de las plantas
brindando proteccion al huésped contra agentes bidticos y abidticos. El objetivo de la
presente investigacion fue evaluar el impacto de hongos endofiticos restrictos al sistema
radicular como promotores de crecimiento y su colonizacion en cultivos agricolas. Para ello
se realizO un muestred de raices a nivel nacional, colectandose muestras de raices de
banano (Mussa), Cunde (Momordica charantia), Chile (Capsicum annuum), Berengena
(Solanum melongena), Pepino peludo (Benincasa hispida) y Tomate (Lycopersicum
esculentum) de diferentes zonas del pais. Los aislados encontrados fueron posteriormente
purificados e identificados, encontrandose 10 aislados del género Trichoderma en banano y
siete aislados del genero Fusarium del resto de los cultivos muestreados. Para evaluaciones
de promocion de crecimiento y colonizacién, se inocularon los aislados al suelo para
plantas de tomate (Lycopersicum esculentum) var. Pony a una concentracién de 1x10 ® ufc /
g de suelo en dos ocasiones (vivero y trasplante). EI mejor tratamiento para la variable
altura de planta fue SV-7(Trichoderma), alcanzando una altura de 9 cm, en diametro de
tallo el que demostré un mejor comportamiento fue SV-3 (Trichoderma), con 2.58 mm.
Para el peso y volumen de raiz coincidié que el mejor tratamiento fue SV—-4 (Trichoderma)
con 0.48 g y 0.45 ml respectivamente. En cuanto a porcentaje de colonizacion se refiere, el
tratamiento que obtuvo el mayor porcentaje fue SV-9 (Trichoderma) en colonizacion por
planta 96%, y zonas de crecimiento 94% en la zona uno y 97% en la zona dos.

Palabras claves: Trichoderma, Fusarium, aislamiento, colonizacion.



l. INTRODUCCION

Hongos endofiticos (HE) son los que colonizan los tejidos u 6rganos internos de una planta
sin causar ningun tipo de sintomas. Cuando la colonizacién de los tejidos le confiere una
proteccion a la planta hospedera contra el ataque de agentes bidticos y abidticos se
denominan hongos endofiticos mutualistas. El éxito de la mayoria de estos hongos se debe
a su alta capacidad de reproduccion, habilidad para sobrevivir bajo condiciones
desfavorables, eficiencia en el uso de nutrientes, promocién de crecimiento e induccién de
los mecanismos de defensa en las plantas. Entre los endofiticos mas utilizados en las

ultimas investigaciones tenemos Trichoderma spp. y Fusarium spp.

Los hongos endofiticos, son de importancia econémica ya que favorece el desarrollo de las
plantas incrementando significativamente el peso de las plantas y las raices, asi como el
largo total de las raices (Menenses 2003), Ademas Zum Felde (2002) sefiala que
vitroplantas inoculadas con aislados del género Fusarium y Trichoderma, tuvieron un
incremento en el peso de raices de 35% y del sistema foliar de 19%, comparado con

plantas que no fueron inoculadas.

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar el impacto de los hongos endofiticos
restrictos al sistema radicular del cultivo de banano y horticolas, aislando e identificando
los hongos endofiticos que se encontraron en las raices de dichos cultivos; los cuales fueron

evaluados como promotores de crecimiento y de colonizacion, en plantas de tomate.



1. OBJETIVOS

2.1. General

Evaluar el impacto de hongos endofiticos restrictos al sistema radicular como promotores

de crecimiento y su colonizacion en cultivos agricolas.

2.2. Especificos

Aislar hongos endofiticos encontrados en el sistema radicular de cultivos de banano y

horticolas muestreados a nivel nacional.

Identificar los diferentes hongos endofiticos aislados del sistema radicular de cultivos de

banano y horticolas recolectados a nivel nacional.

Evaluar el efecto de los aislados hongos endofiticos encontrados, en la promocién de

crecimiento en plantas de tomate.

Evaluar el porcentaje de colonizacion de los hongos endofiticos en el sistema radicular de
plantas de tomate.



I1l.  REVISION DE LITERATURA

3.1.  Hongos endofiticos

3.1.1. Origen

Los hongos endofitos fueron encontrados por primera vez en Nueva Zelanda y los Estados
Unidos hacia finales de los afios 40, cuando en algunas zonas el ganado comenzé a
manifestar intoxicacion por el consumo de ciertos pastos. En esa ocasion se determind que
varios de los metabolitos toxicos aislados son producidos por los hongos endofitos que
habitan dentro de los tejidos de dichas gramineas (Morales, et al 2005)

Se ha encontrado que en todas las plantas estudiadas hasta el presente se halla asociada una
poblacién limitada de hongos endofitos. Si se asume que hay 400.000 especies de plantas
vasculares y cada una de ellas puede albergar entre 3-6 endofitos especificos, el nUmero
total de especies enddfitas a nivel mundial pudiera alcanzar aproximadamente 1 millén de

especies fangicas con tal comportamiento (Morales, et al 2005)

3.1.2. Historia de los hongos endofiticos

Los primeros estudios de enddfitos se realizaron en plantas de la familia de las gramineas.
A finales del siglo XIX, varios cientificos europeos describieron la presencia de micelio
fangico en los carpelos y semillas de plantas sanas de Lolium arvense, Lolium linicolum,
Lolium remotum y Lolium temulentum (Guerin, 1898a, 1898b; Hanausek, 1898; Nestler,
1898; Vogl, 1898; Neubauer y Remer, 1902). La cizafia (Lolium temulentum) ya era

conocida como una mala hierba en cultivos de cereal en la antigiiedad. Ademas, esta planta



poseia propiedades toxicas que con el descubrimiento de los endofitos fueron atribuidas al
micelio flngico (Font Quer, 1961). Estudios realizados por Freeman (1904) sobre el hongo
endofitico de L. temulentum demostraron que este hongo se transmitia por semilla, ya que
sus hifas penetraban en el embrion antes de que las semillas madurasen, y tras la
germinacion el hongo coordinaba su crecimiento con el de los tejidos de la planta, llegando

a colonizar los meristemos laterales y despues las inflorescencias.

3.1.3. Descripcidn de los hongos endofiticos

De Bary (1886) definio el término como hongos que invaden tejidos o células de las plantas
de organismos autétrofos. O. Petrini et al. (1982) denotan que son una categoria que
incluye todo tipo de patogeno foliar virulenta hasta micorrizas de las raices que forman

simbiosis.

Por lo tanto, cabe diferenciar que los hongos endofiticos son hongos que causan infecciones
aparentemente asintomaticas. Los hongos endofiticos colonizan los tejidos u 6rganos
internos de una planta sin causar ningun tipo de sintomas. Cuando la colonizacién de los
tejidos le confiere una proteccion a la planta hospedera contra el ataque de agentes bidticos

y abidticos se denominan hongos endofiticos mutualistas (Latch 1993; Carroll 1990).

La mayoria de hongos endofiticos son ascomicetos y estan presentes en gran parte de su
ciclo de vida dentro del tejido de la planta. Estos pueden brindar dos tipos de beneficios a
las plantas: pueden alterar la fisiologia de las plantas llevandolas a aumentar su crecimiento
y pueden ademas incrementar la resistencia al estrés causado por factores abidticos

(Pocasangre et al 2000).

Los hongos endofiticos son mutualistas si: (i) No causan sintomas de enfermedad en la
planta hospedera; (ii) Son transmitidos a través de la semilla. Cuando no ocurre, éstos
deberan transmitirse lateralmente, de planta adulta a otra; (iii). Esta disperso a través de los

tejidos del hospedero. Si las unidades de infeccion son pequefias, estas deberan ser
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numerosas; (iv) Colonizan y estan extendidos en un hospedero definido; (v) Producen

metabolitos secundarios como antibiosis o de naturaleza toxica.

Existen tres estrategias fundamentalmente distintas para que los hongos endofiticos
presenten una simbiosis con las plantas: (a) Desarrollando una infeccién que induce algun
tipo de resistencia sistémica mediante una biomasa sustancial interna; (b) Produciendo
potentes toxinas que presentan un efecto detrimente hacia patégenos de las plantas (Clay et
al. 1985). (c) Mediante un mutualismo inducido, que envuelve una simbiosis menos precisa
0 mas difusa entre el hospedero y el endofitico. Pocasangre et al. 2001, sugieren que la
mayoria de los hongos endofiticos son ascomicetos y estan presentes la mayoria de su ciclo
de vida dentro del tejido de las plantas.

La infeccion por estos hongos estimula la produccion de exudados de la raiz. Estos
exudados pueden producir efectos alelopaticos en competicion bajo condiciones de estrés
bidtico y la quelatacion de iones metales afectando asi el secuestro y disponibilidad de estos
(estrés abidtico). Esta faceta de respuesta simbidtica requiere de mayor investigacion en
todo tipo de asociaciones posibles respecto a la sustitucién y la transformacion en la

produccién de ergo-alcaloides (Malinowski et. al 2000).

3.1.4. Trichoderma

El género Trichoderma es uno de los hongos ampliamente utilizado, debido a sus maltiples
beneficios, es el fungicida biolégico més estudiado y empleado, de igual forma es
estimulador de crecimiento en plantas y utilizado como agente de bioremediacion ya que
degrada algunos grupos de pesticidas de alta persistencia en el ambiente (Esposito & Da
Silva, 1998).

Trichoderma spp. es un hongo anaerobio facultativo que se encuentra naturalmente en un
numero importante de suelos agricolas y otros tipos de medios. Pertenece a la subdivision

Deuteromycete, que se caracterizan por no poseer 0 no presentar un estado sexual
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determinado, se encuentra distribuido a nivel mundial y se presenta naturalmente en
diferentes rangos de zonas de vida y hébitat, especialmente en aquellos que contienen
materia organica o desechos vegetales en descomposicion, asi mismo en residuos de
cultivos, especialmente en aquellos que son atacados por otros hongos, su desarrollo se ve
favorecido por la presencia de altas densidades de raices, las cuales son colonizadas
rdpidamente por estos microorganismos. Esta capacidad de adaptacion a diversas
condiciones medioambientales y sustratos, confiere a Trichoderma la posibilidad de ser

utilizado en la industria de la biotecnologia (Hannan, 2001).

Hannan (2001) menciona que aparte de su facilidad para colonizar las raices de las plantas,
Trichoderma ha desarrollado mecanismos para atacar y parasitar a otros hongos y asi,
aprovechar una fuente nutricional adicional. Mecanismos demostrados recientemente, con
los cuales Trichoderma actia como biocontrolador y como colonizador de las raices son:
Micoparasitismo, antibidsis, competicion por nutrientes y espacio, desactivacion de las
enzimas de los patdgenos, tolerancia al estrés por parte de la planta al ayudar al desarrollo
del sistema radical, solubilizacion y absorcion de nutrientes inorganicos y resistencia

inducida.

Hillocks & Waller en (1997), mencionan que el modo de ataque de Trichoderma es por
medio de una lisis enzimatica que destruye las hifas del hongo patdgeno. Hidalgo (1999)
describe el comportamiento de Trichoderma con respecto al biocontrol de fitonematodos,
mediante la capacidad de envolver en micelio al nematodo, ademas produce metabolitos
como Trichodermin, Suzukacilina, Alameticina, Dermadina, penicilina, Trichotecenosa y
Tricorzinianos sintetizados por T. Harzianum y Glitoxina producido por T.atroviridae,

actuando como nematicidas.

3.1.5. Fusarium spp.

Booth (1984) sefiala que Fusarium es basicamente un género con esporas asexuales

hialinas, septadas y cuya célula basal lleva una caracteristica estructura de tacon. Beckman



(1987) sefiala que las cepas no patogénicas son capaces de colonizar los tejidos de la planta,
pero no desencadenan la enfermedad debido a que no tiene la capacidad de penetrar en el
sistema vascular de la planta, esto es por una eficaz combinacion de interacciones celulares,
por las fuertes estructuras del tejido de la planta y por las respuestas de defensa de la planta.
Se han realizados estudios de control biolégico desarrollados a partir del descubrimiento de
la existencia de suelos supresores de las vasculariosis producidas por Fusarium. En donde
se ha comprobado la existencia en esos suelos de cepas no patogénicas de F. oxysporum y
cepas de Pseudomonas fluorescens cuya presencia e interaccion producen un efecto
supresor. La eficacia de un control biologico de este tipo estd en funcion de la densidad de
la poblacion de este microorganismo antagonico y de las cepas, debido a que no todas

tienen la misma eficacia (Alabouvette et al. 1998).

Se ha demostrado que las cepas no patogenicas de F. oxysporum tiene tres modos de
accion: competencia por nutrientes en la rizosfera, competencia por la infeccion de sitios en
la rizosfera y la induccion de resistencia (Friting & Regrind, 1993; Hammerschmidt & Kuc,
1995).

Vu (2005) hace mencion que aislados endofiticos de F. oxysporum al término de un periodo
largo de 14 semanas, influyé significativamente en el crecimiento de banano
correspondiendo en un 16-28% de peso fresco en raices y tallos, en ausencia de R. similis.
Otros estudios han documentado que aislados de F. oxysporum no tienen efecto en el
crecimiento de banano con la presencia del nematodo barrenador R. similis, aunque si
reducen la capacidad reproductiva de los nematodos en el sistema radical (Pocasangre et al.
2000; Niere 2001).

3.1.6. Promotores de crecimiento

En el estudio que realiz6 Ramos, (2005) obtuvo buenos resultados inoculando las plantas
de banano con los tratamientos Endofiticos 1 (Trichoderma), Endofiticos 2 (Trichoderma),

6.8 Fusarium y Endofiticos 4 (Fusarium), mostraron los valores mas altos en las variables
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altura, diametro del pseudotallo, nimero de hojas activas, peso foliar y radical y desarrollo
radical. En pifia los tratamientos inoculados con Endofiticos 3 (Fusarium), 2.10
Trichoderma, 3.10 Trichoderma y 1.4 Trichoderma mostraron un mejor desarrollo en las
mismas variables. Para la variable nimero de hojas activas no se encontrd diferencia
significativa, sin embargo el mayor nimero se presentd siempre en tratamientos inoculados

con hongos endofiticos.

Por otra parte Menjivar (2005) encontr6 que la inoculacion con los hongos endofiticos
promovid el crecimiento de las plantas significativamente, lo cual obligo a adelantar la
siembra 2 semanas antes de la fecha programada. La misma tendencia de promocién de
crecimiento se registré en condiciones de campo, principalmente en las plantas inoculadas
con los hongos T. atroviride, S-2 y F. oxysporum P-12, las cuales presentaron mayor altura
de planta, circunferencia de pseudotallo y emision foliar, que plantas no protegidas. Con
respecto a produccion, plantas inoculadas con F. oxysporum P-12, presentaron mayor peso
de racimo y numero de manos en las fincas Bananita, Carmen-2 y Duacari-2,

diferenciandose estadisticamente del testigo absoluto.



IV. MATERIALES Y METODO

4.1.  Localizacién geografica del estudio

El experimento se realiz6 en las instalaciones del laboratorio de hongos entomopatdgenos
(LHE) en la parte de aislamiento e identificacion de hongos y para la evaluacion de los
aislados en el invernadero de fisiologia vegetal de la Universidad Nacional de Agricultura,
ubicado a 6 Km de distancia de la ciudad de Catacamas Olancho, a una altitud de 350
msnm y una precipitacion promedio anual de 1350 mm y una temperatura promedio de 28
Co.

4.2.  Materiales y equipo

Los materiales que se utilizaron son placas Petri de 100mmx15mm, papel toalla, papel
filtro, bolsas de polipropileno, bandejas, maceteras plasticas, agua destilada, papel parafina
(sellar), balanza, bisturi, cubre y porta objetos, beaker, Erlenmeyer, jeringas, alcohol 95%,
alcohol de quemar, baldes, marcador permanente, maskin tape, grapadora, frascos, clinex,
cedazo, pinzas, palas, machete, carreta de mano, zaranda, sacos, hielera, computadora
portatil, camara de flujo Laminar (biosafety class 2 labconco), camara digital Canon, auto
claves (All américa model 25x), camara USB (motic 350), micro- pipeta 5ul a 50 pl
(Transferpette), horno (Gallenkank), calentadores (fisher Scientific.), refrigeradora,
microscopio (Meiji), estereoscopio (Meiji), estacas, libreta de campo, lapices, marcadores,

y motocicleta o vehiculo entre otros.



4.3. Recoleccion de muestras

Se realizd en tres departamentos diferentes del pais especificamente en Arauli,
Departamento de EI Paraiso, Sabana Larga, Las Vegas Ajuterique y Cacahuapa
Departamento de Comayagua y en las fincas Vernon y Hogge de la Standard Fruit
Company en San Luis Olanchito, Departamento de Yoro.
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Figura 1. Zonas de recoleccion de muestras (Google maps, 2013).

4.3.1. Seleccion de plantas

Se seleccionaron en plantaciones que mostraron una diferencia entre suelos supresivos de
los no supresivos, a través de la observacion, obteniéndose raices de plantas vigorosas,
ubicadas en plantaciones con historiales fuertes de ataque de plagas como nematodos,

insectos y enfermedades fungosas.
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4.3.2. Extraccion y clasificacion de las raices

En el caso de hortalizas se extrajo la raiz en su totalidad, con un machete desinfectado, se
corto el tallo, se retird el suelo de ellas y se coloco en bolsas de polietileno con su
respectiva etiqueta en la cual se describe, el cultivo, la variedad y el lugar de recoleccion,
en el caso de las muestras de banano, se hizo un agujero de 30cm con un palin
desinfectado, inmediatamente después del cormo dejando expuestas las raices que fueron

extraidas y clasificadas se colocaron en bolsas de polietileno debidamente etiquetadas.

4.4,  Manejo del experimento a nivel de laboratorio

4.4.1. Asepsia del laboratorio

El laboratorio de entomopatogenos fue sometido a procesos de limpieza general y
desinfeccion, desde equipo e infraestructura; para el cual se utiliz6 como agente
desinfectante el hipoclorito de sodio al 3.62 % concentracion comercial, y este se disolvio
hasta una concentracion del 2 %. Se lavaron todos los materiales con agua destilada y
detergente para remover cualquier residuo de materia organica, y luego se sometieron a

abundante agua para remover particulas del detergente.

Después de lavado y secado se sometieron a esterilizacion bajo dos métodos: la
esterilizacion humeda (Auto —clave 121.6 C° a 124 C° 20 minutos) y esterilizacion con aire

caliente (horno), la utilizacion de cada método dependié de los materiales a esterilizar.

La esterilizacion de los materiales y cristaleria por calor hUmedo o a presion de vapor de
agua, se llevo a cabo con la ayuda de un autoclave, el cual se manejara a una presion de 2
atmosferas o 15 libras de presion hasta alcanzar a una temperatura de 121.6 C°a 124 C°, la
cual se debe mantener durante un tiempo de 15 minutos; por lo general se esterilizara los

medios de cultivo, platos petri, tubos de ensayo, papel toalla, probetas etc.
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La esterilizacion con aire seco se llevd a cabo en el horno y consistio en la entrada de aire y
calentamiento del mismo, a una temperatura de 121°C por un tiempo de 15 a 20 minutos,

este método se utiliza para equipo como ser beakers, elenmeyer, pipetas.

4.4.2. Desinfeccion de la camara de aislamiento

La camara de aislamiento se desinfecto antes de cada aislamiento con alcohol al 70%, por
dentro y afuera de la misma, se encendié el mechero y se mantuvo la cdmara cerrada por
termino de un minuto, el mechero se mantuvo encendido en todo el proceso de siembra,
luego se procedio a realizar los aislamientos; la desinfeccion personal fue llevada a cabo
siempre antes de realizar aislamientos y después de los mismos, y consistio con la

aplicacion por aspersion a la manos con alcohol al 70%.

Como ultimo paso para la desinfeccion fue la utilizacion de la luz ultravioleta tipo C, con el
objetivo de eliminar cualquier contaminante que haya ingresado al momento de realizar el

aislamiento.

4.4.3. Aislamiento de hongos endofiticos

Utilizando la metodologia de Cafizares (2003), el aislamiento de los hongos endofiticos se
efectud a partir de raices sanas colectadas en plantaciones de banano de las fincas Vernony
Hogge de la Standard Fruit Company en San Luis Olanchito, ademas de otros puntos
horticolas de Comayagua y el Paraiso. Las raices se cortaron en secciones de un cm, se
introdujeron y se agitaron por cinco minutos en hipoclorito de sodio al 3% y se lavaron con
agua esterilizada por tres veces. Para remover el exceso de agua las secciones de las raices

fueron colocadas sobre papel toalla esterilizado en autoclave.

El tejido interno se cortado en pequefios pedazos de aproximadamente 1 - 1.5 cm de largo.

Posteriormente, estos pedazos se colocaron en medio de cultivo papa-dextrosa-agar al
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100% (PDA 100%), conteniendo un cc de gentamicina A-40, y se incubaron a 25 °C en la
oscuridad, y una semana después, éstos aislados fueron transferidos sucesivamente a medio
de cultivo papa-dextrosa-agar al 100% (PDA 100%) para su purificacién hasta su

identificacion y clasificacion.

4.4.4. ldentificacion de los hongos endofiticos aislados

La identificacion de los aislados se realizo en el laboratorio de hongos entomopatogenos de
la UNA, en forma comparativa con la ayuda de libros o imagenes de esporas, para la cual
se clasificaron las mejores placas Petri que se observaron, con una aza se realiz6 un
pequefio raspado y se colocd en un porta objeto con una gota de agua, se mezclé con el
raspado para separar las esporas, seguidamente se colocé el cubre objetos y se procedié al

montaje en el microscopio hasta lograr su identificacion.

4.4.5. Preparacion de la suspension de esporas

Los hongos endofiticos obtenidos se dejaron crecer en PDA 100% durante 15 dias y
dependiendo de la agresividad que presento cada aislado. Bajo condiciones asépticas, se
procedié a remover las esporas con la aplicacién de 10 ml de agua estéril. Se efectu6é un
rayado con una espatula de aluminio, que facilito el raspado del micelio del hongo. La
solucion resultante del rayado del Petri fue filtrada por medio de una gasa y decantada en
un beaker de 250 ml. Este proceso se llevé a cabo para obtener una solucién de esporas. De
cada solucion resultante se efecto conteos para medir la concentracion de esporas mediante
un hematocimetro de Neubauer. La suspension de esporas se ajustd a una concentracion de

1 x 10® esporas/ml para cada tratamiento.
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4.5. Manejo a nivel de invernadero

4.5.1. Desinfeccion de bandejas

Se utilizaron seis bandejas germinadoras las cuales se lavaron con detergente y abundante
agua para eliminar residuos de materia organica, posteriormente se sumergieron en agua
con cloro al 3% durante 15 minutos después se procedid se atomizaron con alcohol al 70%

para erradicar la presencia de cualquier organismo.

4.5.2. Preparacion de sustrato

Se requirio de una mezcla de arena y suelo con una relacion 2:1 respectivamente, esta fue
sometida a un proceso de desinfeccion, este proceso se realizé a traves del autoclave a
127°C a 20 psi, posteriormente se dejo disminuir la temperatura hasta alcanzar la
temperatura ambiente para ser utilizada. Se utilizd semilla comercial clasificada de tomate

de la variedad Pony.

4.5.3. Siembra de tomate
La siembra se realiz6 en las bandejas germinativas de 162 celdas de 45 mm profundidad,

celda superior 25x24 mm, celda inferior de 14x13 mm a una semilla por postura,

sembrando 10 plantas para cada tratamiento utilizando una bandeja para tres tratamientos.

45.4. Riego de tomate

Se humedecio el sustrato antes de la siembra y se realizaron riegos constantes dos veces por

dia para mantener la humedad requerida por la planta.
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455. Fertilizacién de tomate

Se hicieron tres fertilizaciones de 18-46-0, la primera a los 10 dias después de la siembra
con 2.8 g de 18-46-0 diluidos en un litro de agua, en las otras dos fertilizaciones se utilizé
5.6 g de 18-46-0 diluidos en un litro de agua, la segunda fertilizacién a los 20 dias después
de la siembra y la tercera a los 26 dias después de siembra, se sumergid la bandeja en la

solucién del fertilizante disuelto a modo de no saturar.

4.5.6. Trasplante de tomate

Se utilizaron maceteras con una capacidad de 506 gr de suelo, las plantas de tomate fueron

trasplantadas 28 dias después de la siembra.

45.7. Inoculacion de tomate

Esta se realiz6 con la suspension de esporas concentradas en 1 x 10%cfu/ml por cada gramo
de suelo, a cada tratamiento se aplicaron dos inoculaciones, la primera inoculacion se
realizd a los 18 dias después de siembra y la segunda a los tres dias después de trasplante,

estas se aplicaron por inyeccién a dos cm de profundidad.

4.6. Disefio experimental

Para las evaluaciones de promocién de crecimiento, se utilizé un disefio completamente al
azar (DCA), contando con 18 tratamientos (10 Trichoderma, siete Fusarium y un testigo
absoluto con agua) y ocho repeticiones por tratamiento siendo una planta la unidad
experimental. Se tabularon los datos obtenidos en el programa estadistico InfoStat version

2013, realizando pruebas de LSD - Fisher para el andlisis de medias.
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4.7, Modelo estadistico

Yy =n+a + &

Donde:

yij= Es la variable de respuesta observada.
u = Es la media general

a; = es el efecto i-ésimo tratamiento.

g;; = Es el efecto del error experimental.

4.8.  Evaluacién de promocion de crecimiento

Esta medicién se realiz6 una vez sembradas e inoculadas las plantas con los diferentes
aislados obtenidos en la recoleccion de muestras a nivel nacional procedentes de distintos
cultivos bajo produccion intensiva. Las variables evaluadas fueron altura de la planta (cm),
diametro de tallo (mm), peso radicular (g) y volumen de raiz (ml).

4.8.1. Variables evaluadas

Las variables fueron tomadas en dos ocasiones, la primera a los 18 dias después de la
siembra y la segunda 33 dias después. Realizando la inoculacion 3 dias antes de cada

medicidn.

A) Altura de planta Se midi6 con una regla graduada en centimetros desde la base del

tallo hasta el inicio de la primera bifurcacion.

B) Diametro de tallo Este se tom0 con un calibrador o pie de rey digital, las medidas

fueron tomadas a 2 cm del suelo hacia arriba.
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C) Peso de raiz A los 20 dias despues de la primera inoculacion se extrajeron las plantas
de las macetas para lavarles sus raices evitando la pérdida de estas. Una vez separado
el suelo del sistema radical, las plantas se colocaron sobre papel toalla por un periodo
de 15 minutos aproximadamente para eliminar la humedad de estas. Transcurrido este
periodo las raices se separaron del resto de la planta y se pesaron con ayuda de una
balanza de precision.

D) Volumen de raiz El volumen de la raiz se obtuvo con base en el principio de
Arquimedes todo cuerpo sumergido desplaza su volumen, para el cual sumergiremos

las raices en una probeta con agua del grifo.

4.9. Porcentaje de colonizacién

El porcentaje de colonizacion se midié tomando muestras radiculares de las plantas
seleccionadas de cada tratamiento. La parte radicular se dividio en tres zonas, zona 1 la
parte inferior, zona 2 la parte central, la zona 3 la parte cercana al tallo, con el objetivo de
encontrar la capacidad que presentdé cada aislado. Se hicieron 6 cortes en cada zona,
utilizando 6 repeticiones de cada tratamiento. Posteriormente se colocaron los tejidos en
PDA 100%. Luego se obtuvo el porcentaje de colonizacion segun el nimero de tejidos con

presencia de micelio.

_NTC
" NTT
Donde:
X =% de colonizacion.

NTC = Numero de tejidos colonizados
NTT = Numero de tejidos totales
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5.1. Aislamiento

En el proceso de aislamiento se obtuvieron 17 aislados de hongos, 10 aislados de banano
(Musa paradisiaca) variedad Gran Enano de las Fincas Vernon-DOLE y Hogge-DOLE de
Olanchito, dos aislados de Cunde (Momordica charantia), uno de Chile (Capsicum
annuum), uno de Berengena (Solanum melongena), uno de Pepino peludo (Benincasa

hispida) y uno de Tomate (Lycopersicum esculentum) de diferentes zonas de Comayagua y

V. RESULTADOS Y DISCUSION

un aislado de Chile (Capsicum annuum) de El Paraiso (Cuadro 1).

Cuadro 1. Género y origen de los diferentes hogos colectados.

Género Origen
Aislado Codigo Cultivo Lugar

SVv-1 Trichoderma| Banano Vernon, San Luis Olanchito
SV-2 Trichoderma| Banano Vernon, San Luis Olanchito
SV -3 Trichoderma| Banano Vernon, San Luis Olanchito
SV-4 Trichoderma| Banano Vernon, San Luis Olanchito
SV-5 Trichoderma| Banano Vernon, San Luis Olanchito
SV -6 Trichoderma| Banano Hogge, San Luis Olanchito
SV-7 Trichoderma| Banano Hogge, San Luis Olanchito
SV -8 Trichoderma| Banano Hogge, San Luis Olanchito
SV-9 Trichoderma| Banano Hogge, San Luis Olanchito
SV-10 Trichoderma| Banano Hogge, San Luis Olanchito
Sv-11 Fusarium Chile Arauli. El Paraiso

SV -12 Fusarium Cunde Sabana Larga, Comayagua
SV -13 Fusarium Cunde Sabana Larga, Comayagua
SV-14 Fusarium Chile Sabana Larga, Comayagua
SV -15 Fusarium | Berenjena Cacahuapa, Comayagua
SV -16 Fusarium Pepino Sabana Larga, Comayagua
SV -17 Fusarium | Tomate Ajuterique, Comayagua




5.2. ldentificacién

A través del aislamiento se identificaron 10 hongos del género Trichoderma (Cuadro 1),
obtenidos en las plantas de banano. A su vez se identificaron siete aislados del género
Fusarium, los que se recolectaron en cultivares de chile (dos), cunde (dos), berenjena (uno),

pepino (uno) y tomate (uno).

5.3. Dosis de unidades formadoras de colonias

Con el hematocimetro de Neubauer se realiz6 el conteo de esporas con el fin de determinar
la concentracion adecuada para cada tratamiento y de esta manera uniformizar cada uno de

ellos, a continuacion se describe los tratamientos con sus respectivas dosis.

Cuadro 2. Concentracion de unidades formadoras de colonias en los tratamientos
evaluados.

Tratamiento Genero Concentracidn cfu/g de suelo
Sv-1 Trichoderma 1x 108
SV-2 Trichoderma 1x 108
Sv-3 Trichoderma 1x 108
SV-4 Trichoderma 1x 108
SV-5 Trichoderma 1x 108
SV-6 Trichoderma 1x 108
Sv-7 Trichoderma 1x 108
SV-8 Trichoderma 1x 108
SV-9 Trichoderma 1x 108
SV-10 Trichoderma 1x 108
Sv-11 Fusarium 1x 108
SV-12 Fusarium 1x 108
SV-13 Fusarium 1x 108
SV-14 Fusarium 1x 108
SV-15 Fusarium 1x 108
SV-16 Fusarium 1x 108
Sv-17 Fusarium 1x 108
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5.4. Altura de planta

Para esta variable se encontraron diferencias estadisticas significativas en los tratamientos
evaluados, siendo SV-7 con 9 cm de altura (Figura 2), un aislado de Trichoderma obtenido
de la finca Hogge - DOLE en la zona de San Luis, Olanchito, el de mayor altura y diferente
estadisticamente en comparacion al testigo que mostré un menor desarrollo con 7.83 cm.
Esto puede dar lugar a la no activacion en la planta de los mecanismos de respuesta, que

requiere un alto consumo de nutrientes de las plantas y de energia (Walters y Heil, 2007).
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Figura 2. Altura de plantas de tomate evaluadas con 17 aislados de hongos enddfitos. Columnas
con letras distintas, representan diferencia significativa segiin prueba de LSD (P<0.05).

El tratamiento SV-16 mostré el menor crecimiento vegetativo, los demas tratamientos se

comportaron de manera similar con rangos de 7.31 — 8.3 ¢cm, no mostraron influencia

alguna por la presencia de hogos.
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5.5. Diametro de tallo

En cuanto a esta variable, el tratamiento SV-3, mostro los mejores diametros con 2.58 mm
en comparacion al testigo que present6 2. 41 mm (Figura 3), aunque esta superioridad de
SV-3 no fue diferente al control, muestran una tendencia que podria ser objeto de estudio.,
ya que en otras investigaciones como de Pocasangre (2004), se ha encontrado una relacion
positiva para la variable diametro en plantas de banano con la utilizacion de los hongos

endofiticos, con mayor tiempo de estudio.
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Figura 3. Diametro de plantas de tomate evaluadas con 17 aislados de hongos enddfitos.
Columnas con letras distintas, representan diferencia significativa segun prueba de LSD (P<0.05)

El tratamientos SV-15 con 2.23 mm, mostrd diferencia significativa menor en relacion al
testigo, esta diferencia negativa puede deberse a que el aislado pudiera tener un efecto
patogénico. El tratamiento SV-17 con 2.48 mm, ocupa el tercer lugar en diametro de tallo,
siendo este un aislado de tomate perteneciente al género Fusarium, género gque no se

caracteriza como inductor de crecimiento, sino como inductor de resistencia.
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5.6. Peso de raiz

En el ensayo realizado se encontraron diferencias altamente significativas entre los
tratamientos, donde los tratamientos SV-4 con 0.48 g, SV-10 con 0.41 g, SV-1 con 0.39 g,
SV-3 con 0.38 g, SV-12 con 0.38, SV-11 con 0.36, SV-16 con 0.34 g, de los cuales SV-1,
SV-4, SV-3 y SV-10 pertenecen al género Trichoderma y SV-11, SV-12 Y SV-16 a
Fusarium, mostraron superioridad estadisticamente diferente al control con respecto a esta

variable.

El tratamiento SV—4 con 0.48 g, presento el valor més alto, SV-17 el mas bajo con 0.16 g,
en comparacion al testigo que alcanzo un peso de 0.23 g, (Figura 4). Cafiizares (2003),
obtuvo resultados similares, encontrando vitro-plantas inoculadas con endofiticos, con un
38% mas de peso radical que el testigo. Zum Felde (2002), encontr6 que plantas inoculadas
con los aislados del genero Trichoderma y Fusarium, incrementan el peso de raices y del
sistema foliar en plantas de banano.
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Figura 4. Peso de raiz de plantas de tomate evaluadas con 17 aislados de hongos endéfitos.
Columnas con letras distintas, representan diferencia significativa segin prueba de LSD (P<0.05).
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5.7. Volumen de raiz

Los datos obtenidos reflejan una alta diferencia significativa para los diferentes
tratamientos. Ocho aislados (SV-2 con 0.41 ml, SV-3 con 0.40 ml, SV-10 con 0.40 ml, SV-
5 con 0.35 ml, S-V-12 con 0.35 ml, SV-11 con 0.33 ml, SV-6 con 0.32, SV-13 con 0.30 ml)
mostraron ser iguales entre ellos, pero superiores y diferentes estadisticamente al testigo. S—
4 fue quien presento mayor volumen radicular con 0.45 ml, mientras SV-14 obtuvo un
menor volumen con 0.15 ml (figura 5). Jaizme (2005), Encontrd un efecto en el desarrollo
del sistema radical del banano, mejorando la nutricion y salud de la planta. Resultados
similares fueron encontrados por Reissinger (1995), quien uso hongos endofiticos en
banano encontrando promocion de crecimiento en el sistema radical. Recientemente, se
encontré que una cepa de Trichoderma contribuye al crecimiento en cuanto a profundidad
de las raices del maiz y algunos pastos, haciendo que estos cultivos sean més resistentes a
la sequia. (Hannan, 2001).
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Figura 5. Volumen de raiz de plantas de tomate evaluadas con 17 aislados de hongos endéfitos.
Columnas con letras distintas, representan diferencia significativa segun prueba de LSD (P<0.05).
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5.8. Porcentaje de colonizacion

5.8.1. Porcentaje de colonizacion por planta

Resultados demuestran un 100% de los aislados con capacidad para colonizar las plantas
inoculadas de tomate, donde el tratamiento SV-9 present6 el mayor porcentaje de plantas
colonizadas con el 96%, seguido de SV-8 el cual reporté un 98%, SV—-11 apenas mostré un
33% vy el testigo no presentd ningun tipo de colonizacion (Figura 6). De los aislados
evaluados, los 10 representantes del genero Trichoderma mostraron mayor colonizacion y

los Fusarium a excepcion de SV-17 la menor capacidad de colonizacion.
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Figura 6. Porcentaje de colonizacién de plantas de tomate evaluadas con 17 aislados de hongos
endofitos. Columnas con letras distintas, representan diferencia significativa segun prueba de LSD
(P<0.05).
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5.8.2. Porcentaje de colonizacién de la zona uno

En la zona uno (inferior de la raiz) existe variacion entre los tratamientos, sin embargo los
de mayor capacidad de colonizar fueron los aislados SV-7 con 89%, SV-8 con 92%, SV-9
con 94% y SV-10 con 86%, fueron aislados de banano y pertenecen al género Trichoderma.
El SV-17 también se encuentra entre los de mayor porcentaje con un 78% siendo este
Fusarium, aislado de tomate (Figura 7).

120%

100%

80%

60%

40%

Colonizacion zona 1 (%)

20%

0%

Tratamiento

Figura 7. Porcentaje de colonizacién zona uno en plantas de tomate evaluadas con 17 aislados de
hongos endofitos. Columnas con letras distintas, representan diferencia significativa segun prueba
de LSD (P<0.05) en plantas de tomate inoculadas con hongos endofiticos.
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5.8.3. Porcentaje de colonizacion de la zona dos

Los tratamientos del SV-3 al SV-10 muestran similitud en cuanto a porcentaje de
colonizacion de la zona dos de la raiz, con un rango del 83% al 97%, teniendo en cuenta

que los primeros 10 aislados son del genero Trichoderma

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Colonizaciéon zona 2 (%)

Tratamiento

Figura 8. Porcentaje de colonizacién en la zona dos, en plantas de tomate evaluadas con 17
aislados de hongos enddfitos. Columnas con letras distintas, representan diferencia significativa
segun prueba de LSD (P<0.05) en plantas de tomate inoculadas con hongos endofiticos.

El testigo no demostrd ningln porcentaje de colonizacion, debido a que este tratamiento no

fue inoculado con ningun hongo endofiticos.

Para la variable altura de planta el tratamiento SV-7 mostro mayor altura, en la variable
diametro de tallo el tratamiento SV-3 es el que mejor resultado obtuvo, en cuanto a las
variables peso y volumen de raiz el tratamiento SV-4 fue el mejor tratamiento para ambas
variables, por lo tanto el porcentaje de colonizacion de los hongos no interfirieron en su

resultado
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VI. CONCLUSIONES

Los aislados de Trichoderma mostraron mayor agresividad en cuanto a su crecimiento

radial en comparacion a los aislados de Fusarium.

Se obtuvieron 17 aislados, de los cuales 10 pertenecen al género Trichoderma y siete del

genero Fusarium

Las plantas tratadas con los hongos endofiticos presentaron mayor promocion de
crecimiento, en cuanto a diametro el mejor tratamiento fue el SV-3 Trichoderma, altura de
planta el mejor tratamiento fue SV-7 Trichoderma, peso y volumen de raiz el mejor

tratamiento fue SV-4 Trichoderma, en comparacion al testigo.

La colonizacion de los hongos endofiticos utilizados en el experimento fue mayor en la
zona uno con 53.6% que la zona dos con 46.4%, posiblemente se deba a que la zona uno es
la parte inferior de la raiz, donde hay mayor divisién celular porque es una zona de

crecimiento del tejido.
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VIl. RECOMENDACIONES

Efectuar estudios con los hongos endofiticos aislados en esta investigacion en otros cultivos

horticolas.

Determinar el modo de accién de los hongos con respecto al desarrollo fisioldgico de las

plantas.

Realizar un estudio para evaluar la promociéon de crecimiento, con inoculaciones
consecutivas comprendidas desde la etapa inicial hasta la etapa reproductiva del cultivo de

tomate.

Establecer un ensayo en el cual se prueben diferentes formas o métodos de inoculacion de

los hongos endofiticos a las plantas.

Crear una metodologia para la conservacién de los aislados de hongos endofiticos
obtenidos a raiz de esta investigacion.
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ANEXOS



Anexo 1. Recoleccién de muestras

Anexo 2. Desinfeccién de raices
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Anexo 3. Aislamiento (siembra de raices en PDA)

Anexo 4. ldentificacion de hongos
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Anexo 5. Protocolo para la preparacion del indculo

a) Poblacion de hongos
endofiticos con 2 semanas b) Agregar 25 mL
de esporulacién. de agua cgsectioeg

e) Conteo de esporas y d) Decantar a un beaker
ajuste de concentracion. a través de un filtro.
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Anexo 6. Andlisis de varianza para la variable altura de planta

RAIZ Altura de Planta (cm

Variable N R? R?2 Aj CV
RAIZ Altura de Planta (cm).. 144 0.29 0.14 6.10

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 1.39 24 0.06 1.99 0.0081
Tratamiento 0.73 17 0.04 1.48 0.1136
Repeticion 0.66 7 0.09 3.24 0.0035
Error 3.47 119 0.03

Total 4.86 143

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.16904
Error: 0.0292 gl: 119

Tratamiento Medias n E.E.

16.00 2.70 8 0.06 A

15.00 2.71 8 0.06 A B

5.00 2.73 8 0.06 A B C

9.00 2.73 8 0.06 A B C

13.00 2.76 8 0.06 A B C

14.00 2.76 8 0.06 A B C

2.00 2.77 8 0.06 A B C

12.00 2.77 8 0.06 A B C

8.00 2.78 8 0.06 A B C

18.00 2.79 8 0.06 A B C

10.00 2.81 8 0.06 A B C

4.00 2.82 8 0.06 A B C

11.00 2.83 8 0.06 A B C D
1.00 2.84 8 0.06 A B C D
17.00 2.86 8 0.06 A B C D
6.00 2.87 8 0.06 B C D
3.00 2.89 8 0.06 C D
7.00 3.00 8 0.06 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)



AnNnexo 7. Analisis de varianza para la variable didmetro de tallo

RAIZ Diametro de Tallo (cm)

Variable N R? R2 Aj CV
RAIZ Diametro de Tallo (cm.. 144 0.26 0.11 3.68

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0.13 24 0.01 1.71 0.0316
Tratamiento 0.10 17 0.01 1.78 0.0387
Repeticion 0.04 7 0.01 1.55 0.1577
Error 0.39 119 3.2E-03
Total 0.52 143

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.05634
Error: 0.0032 gl: 119

Tratamiento Medias n E.E.

15.00 1.49 8 0.02 A

8.00 1.50 8 0.02 A B

5.00 1.52 8 0.02 A B

13.00 1.53 8 0.02 A B C

6.00 1.53 8 0.02 A B C D
11.00 1.54 8 0.02 A B C D
12.00 1.54 8 0.02 A B C D
14.00 1.54 8 0.02 A B C D
16.00 1.54 8 0.02 A B C D
10.00 1.55 8 0.02 A B C D
2.00 1.55 8 0.02 B C D
4.00 1.55 8 0.02 B C D
18.00 1.55 8 0.02 B C D
9.00 1.56 8 0.02 B C D
7.00 1.56 8 0.02 B C D
17.00 1.57 8 0.02 C D
1.00 1.59 8 0.02 D
3.00 1.60 8 0.02

[ B I e B e B e B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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ANexo 8. Andlisis de varianza para la variable peso de raiz

RAIZ Peso

Variable N R?2 R2 A3 CV
RAIZ Peso 144 0.41 0.29 19.26

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 0.90 24 0.04 3.48 <0.0001
Tratamiento 0.86 17 0.05 4.70 <0.0001
Repeticion 0.04 7 0.01 0.50 0.8333
Error 1.29 119 0.01

Total 2.19 143

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.10290
Error: 0.0108 gl: 119

Tratamiento Medias n E.E.
17.00 0.39 8 0.04 A
14.00 0.43 8 0.04 A B
7.00 0.45 8 0.04 A B C
15.00 0.46 8 0.04 A B C D
18.00 0.46 8 0.04 A B C D
8.00 0.47 8 0.04 A B C D
9.00 0.51 8 0.04 B C D
6.00 0.54 8 0.04 C D
H
5.00 0.55 8 0.04 D
H
13.00 0.56 8 0.04 D
H
2.00 0.57 8 0.04
H
16.00 0.57 8 0.04
H
11.00 0.60 8 0.04
H I
12.00 0.60 8 0.04
H I
3.00 0.60 8 0.04
H I
1.00 0.62 8 0.04
H I
10.00 0.63 8 0.04
H I
4.00 0.68 8 0.04
I

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Anexo 9. Analisis de varianza para la variable volumen de raiz

RATIZ Volumen

Variable N R? R2 Aj CV
RAIZ Volumen 144 0.34 0.21 24.98

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 1.08 24 0.04 2.57 0.0004
Tratamiento 1.02 17 0.06 3.42 <0.0001
Repeticion 0.06 7 0.01 0.49 0.8371
Error 2.09 119 0.02

Total 3.16 143

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.13106
Error: 0.0175 gl: 119

Tratamiento Medias n E.E.

14.00 0.37 8 0.05 A

7.00 0.43 8 0.05 A B

17.00 0.43 8 0.05 A B

18.00 0.44 8 0.05 A B

15.00 0.44 8 0.05 A B

9.00 0.47 8 0.05 A B C

8.00 0.48 8 0.05 A B C

16.00 0.50 8 0.05 A B C D
6.00 0.54 8 0.05 B C D
13.00 0.54 8 0.05 B C D
11.00 0.56 8 0.05 B C D
12.00 0.58 8 0.05 C D
5.00 0.59 8 0.05 C D
10.00 0.01 8 0.05 D
3.00 0.62 8 0.05 D
2.00 0.63 8 0.05 D
1.00 0.64 8 0.05

4.00 0.66 8 0.05

[ B I s I e I e B B A e R 3

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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