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RESUMEN

En la Republica Dominicana, la produccién de banano (Musa AAA) se ha convertido en una actividad agricola
importante para la generacion de divisas y empleos, con incremento significativo desde los afios 1990. El
cultivo de banano es afectado por nematodos fitoparasitos que destruyen el sistema radicular de las plantas.
El objetivo de esta investigacion fue aislar e identificar hongos nativos con potencial antagonico a nematodos
fitoparasitos en plantaciones de banano. Se muestrearon 20 fincas de bananos, 10 en la provincia Valverde y
10 en la provincia Montecristi. Las muestras se procesaron en el laboratorio de la Estacion Experimental Mata
Larga del Instituto Dominicano de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (Idiaf), San Francisco de
Macoris. Fueron seleccionadas raices aparentemente sanas, se lavaron y cortaron en trozos de 3 a 4 cm de
largo y se desinfestaron en cloro comercial al 2 % durante tres minutos, se pasaron tres veces por agua
destilada estéril. Posteriormente, se sembraron en platos Petri con PDA 10 %. Se utilizaron cuatro platos por
muestra, en cada plato se colocé cinco trocitos de raices. Luego se incubaron de 5 a 7 dias a 28+ 2 °C, y se
identificaron las colonias desarrolladas en base a sus caracteristicas morfolégicas. En las muestras
provenientes de la provincia Valverde, se aislaron 214 colonias de hongos endéfitos, 13 corresponden al
género Trichoderma y 201 a Fusarium. De las provenientes de Montecristi, se aislaron 209 colonias, de las
cuales 53 corresponden al género Trichoderma y 156 a Fusarium. Del género Trichoderma se conservaron 19
cepas y del género Fusarium 18 cepas no patogénicas.

Palabras claves: Palabras claves: Trichoderma, Fusarium, colonias, muestreos, musaceas

ABSTRACT

In the Dominican Republic, banana production (Musa AAA) has become an important agricultural activity for
the generation of foreign exchange and jobs, with a significant increase since the 1990s. Banana cultivation is
affected by phytoparasitic nematodes that destroy the system root of plants. The objective of this research was
to isolate and identify native fungi with antagonistic potential to phytoparasitic nematodes in banana
plantations. 20 banana farms were sampled, 10 in the Valverde province and 10 in the Montecristi province.
The samples were processed in the laboratory of the Mata Larga Experimental Station of the Dominican
Institute of Agricultural and Forestry Research (Idiaf), San Francisco de Macoris. Apparently healthy roots
were selected, washed and cut into 3 to 4 cm long pieces and disinfected in 2% commercial chlorine for three
minutes, passed three times through sterile distilled water. Subsequently, they were seeded in Petri dishes
with 10% PDA. Four plates were used per sample, in each plate five pieces of roots were placed. Then they
were incubated for 5 to 7 days at 28 + 2 °C, and the developed colonies were identified based on their
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morphological characteristics. In the samples from the Valverde province, 214 colonies of endophytic fungi
were isolated, 13 corresponding to the genus Trichoderma and 201 to Fusarium. Of those from Montecristi,
209 colonies were isolated, of which 53 correspond to the genus Trichoderma and 156 to Fusarium. Of the
genus Trichoderma, 19 strains were conserved and of the genus Fusarium 18 non-pathogenic strains.

Keywords: Trichoderma, Fusarium, colonies, samples, musaceae

INTRODUCCION

En la Republica Dominicana, la produccion de banano (Musa AAA) se incrementé a partir de la
renovacion en la década de 1990, del puerto de Manzanillo, esto permitié que el pais realice
exportaciones de banano hacia Europa, Alvarez (2018). Las exportaciones de banano se han
incrementado en los Ultimos afos, pasando de 11,000 tm en 1990 a 334,000 tm en 2010 y para el
2019, a unas 394,448 tm, siendo la Union Europea y los Estados Unidos de América los principales
importadores, FAO (2012), MA (2020). ElI banano organico representa mas del 55 % de la
produccion mundial; siendo, ademas, el de mayor demanda en los mercados internacionales,
principalmente en la Unién Europea, FAO (2017). El banano, al igual que las demas musaceas, es
afectado por nematodos fitoparasitos que destruyen el sistema radicular, debilitando el anclaje de las
plantas, Gowen et. al (2005). También, al producir heridas en el sistema radicular, los nematodos
facilitan la entrada de patdgenos como son los hongos y las bacterias; esto genera pérdidas
importantes en la produccién. Las pérdidas econémicas debidas a los nematodos ocurren
principalmente por el volcamiento de las plantas, Roman (1978). En la region noroeste de la
Republica Dominicana, en un diagndstico de laboratorio realizado entre los afios 2010 al 2015 se
observd que el nematodo Helicotylenchus sp fue el predominante en muestras de raices de banano
(69 %) y suelos bananeros (entre 49 y 58 %).

Los métodos de control de estos nematodos, por lo general, se basan en el uso de productos
guimicos sintéticos, Castillo et al. (2003) y Araya (2003). EI manejo biolégico con el uso de
microorganismos antagonistas es una alternativa para reducir el dafio producido por estos patégenos
en este cultivo. Entre los microorganismos antagonistas se encuentran los hongos enddéfitos, Dubois
et al. (2006). Los hongos endofitos son organismos que establecen una asociacion especifica con su
hospedero para mutuo beneficio, Abello y Kelemu (2006). Estos hongos pueden ser encontrados
colonizando las hojas, tallos y raices de las plantas, Paris (2016).

En la rizosfera del banano han sido aislados microorganismos que pueden servir como controladores
biologicos de enfermedades en el cultivo. Carr et al. (2012) aislaron hongos con gran potencial para
controlar la enfermedad Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet). De igual forma, Medina
(2016) aislo del suelo de la rizosfera de la especie silvestre del género Polianthes, el hongo
Trichoderma, el cual, en pruebas de antagonismo in vitro contra Fusarium oxysporum, mostro
capacidad antagonica contra el fitopatdgeno. Marcano (2014) realiz6 aislamiento, caracterizacion y
seleccion de cepas de bacterias de la rizosfera del banano en Republica Dominicana para el
desarrollo de biofertilizantes. Condemarin et al. (2018) aislaron y caracterizaron bacterias, de suelos
sin cultivar, cultivados y de rizosfera de raices sanas del cultivo de uva (Vitis vinifera), y evaluaron in
vitro su capacidad nematicida contra Meloidogyne javanica, logrando la mayor mortalidad con cepas
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de Pseudomonas putida y Bacillus subtilis. La obtencion de microorganismos nativos antagonicos en
los sistemas de produccién de banano permitird probar la eficacia como agentes de biocontrol sobre
nematodos fitoparasitos, con lo cual se puede contribuir a la seguridad alimentaria y a la disminucion
de la contaminacion ambiental. Ademas, se puede favorecer la creacién y desarrollo de industrias
locales para el procesamiento de productos biolégicos y contribuir a la generacién de empleos. Esta
investigacion se desarroll6 con el objetivo de aislar e identificar microorganismos nativos con
potencial antagonico a nematodos fitoparasitos en plantaciones de banano en las provincias de
Valverde y Montecristi.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realiz6 desde abril del 2019 hasta agosto del 2020, dentro del proyecto “Exploracion
y seleccion de microorganismos antagdénicos nativos para el control de nematodos fitoparésitos en
plantaciones de banano”, teniendo dos escenarios: a nivel de campo, mediante muestreos de raices
en plantaciones de banano en zonas productoras de las provincias de Valverde y Montecristi,
localizada en el nordeste de la Republica Dominicana y en laboratorio, mediante el aislamiento de
microorganismos de las muestras, en los laboratorios de proteccion vegetal de la Estacion
Experimental Cacaotera Mata Larga del Instituto Dominicano de Investigaciones Agropecuarias y
Forestales (ldiaf) en San Francisco de Macoris, provincia Duarte, en el nordeste de la Republica
Dominicana.

Seleccion de las muestras

Se realizé un muestreo exploratorio no probabilistico (Hernandez et al. 1998), se tomaron muestras
de raices (Figura 1) en 20 fincas cultivadas de bananos, 10 fincas en la provincia Valverde y 10 en la
provincia de Montecristi. Se tomo por cada hectarea una muestra compuesta por cinco submuestras,
colectadas frente al hijo sucesor de plantas de banano recién paridas, a una profundidad de 20 cm.
Para la toma de las muestras, se utilizé palin y tijeras. La cantidad de muestras tomadas por finca
dependid del tamafio de la misma. Entre ambas provincias se tomaron 83 submuestras, de las
cuales 44 correspondieron a Valverde y 39 a Montecristi, para conformar las 10 muestras de cada
provincia. De las 10 fincas muestreadas en Valverde, ocho realizan manejo organico y dos,
convencional. De igual manera, en Montecristi, ocho realizan manejo organico y dos convencional
(Tabla 1). El numero de fincas muestreadas se determind por los resultados de un diagnostico,
realizado previo a esta actividad, mediante encuestas a los productores y de las cuales se determiné
gue los mismos no aplican productos a base de Trichoderma.
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Tabla 1. Cantidad de muestras recolectadas por provincia, municipio, finca y manejo realizado.

Figura 1. Muestreo de raices en plantacion de banano. Foto: Socorro Garcia

Provincia Municipio Finca Manejo Muestra
Boca de Mao Dario Bueno Organico 8
El Junquito, Mao Franklin Ferreira Organico 9
El Juncalito, Mao Miguel Isaias Orgénico 8
Rumaldo Rodriguez Convencional 2
Laguna Salada Francisco Chavez Organico 5
Valverde Ramoén Cabrera Convencional 1
Rubén Dario Organico 6
El Charco ; -
Salustina Campos Organico 2
) i ) Carolina Fermin Organico 2
Tierra fria, Amina - -
Luis Payero Organico 1
44
Las Aguas Miky Shigetome Organico 6
Palo Verde Librado Torres Convencional 1
Piloto Richard Nufiez Convencional 3
. Carlos Salcedo Organico 3
Jaramillo —
- Leonardo Toribio Organico 5
Montecristi —
Héctor de Jesus Quintero Organico 4
Roberto Sanchez Organico 3
Hatillo Palma Ana Mercedes Morel Organico 2
José Padilla Organico 6
Sonia Cruz Organico 6
39

14
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Procesamiento de las muestras

Para el aislamiento de hongos enddfitos se utilizd la metodologia descrita por Pocasangre et al.
(2000). Se seleccionaron raices aparentemente sanas, que fueron lavadas y cortadas en trozos entre
3 y 4 cm de largo, se colocaron en frasco de vidrio, previamente esterilizado. La desinfeccion se
realizd por inmersion en cloro (hipoclorito de sodio al 2%) durante tres minutos, luego se enjuago
mediante el pase de tres veces por agua destilada estéril (Figura 2). Para eliminar humedad de los
trozos de raices, se colocaron en papel servilleta estéril y se cortaron en segmentos de
aproximadamente 1.0 cm.

Figura 2. Desinfeccion de raices recolectadas. Foto Marisol Morel

Los segmentos de las raices fueron cortados longitudinalmente y sembrados en placa de Petri con
medio de cultivo a base de papa dextrosa agar (PDA) al 10 %, al que se agrego 2 ml/l de amoxicilina
y 20 gotas de acido lactico 85 %. Se utilizo cuatro platos Petri por muestra y en cada plato se colocé
cinco trocitos de raiz, para un total de 20 trocitos por muestra, Figura 3. Los platos se incubaron
durante 5 a 7 dias a 28+ 2 °C., hasta que se observo crecimiento de micelios y se identifico a las
colonias desarrolladas en base a sus caracteristicas morfolégicas. Las colonias se purificaron
mediante nuevos cultivos con puntas de hifa. Aproximadamente después de 8 dias de incubados se
conservaron en microtubos de 2 ml con glicerol al 30 % y que fueron colocados en una nevera a
temperatura de - 4 °C.
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Figura 3. Procesamiento de las muestras, A) corte longitudinal, B) siembra en PDA en placas de Petri.
Foto Nélsida Martinez

Después de 7 a 8 dias de incubacion de los segmentos de raices, se evalud por finca y municipio la
cantidad de colonias de hongos enddfitos Trichoderma spp. y Fusarium spp. que crecieron o
desarrollaron en platos Petri.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

En las muestras de raices de bananos de las provincias Valverde y Montecristi se aislo un total de
423 colonias de hongos endofitos nativos de los géneros Trichoderma y Fusarium. Del género
Trichoderma se aislaron 66 colonias y de Fusarium 357. Segun Beltran-Garcia et al. (2016), las
raices son el érgano principal de las plantas en donde ocurre la colonizacion de hongos y bacterias
enddfitas. Paris (2016), estudiando la diversidad y distribucién de hongos endoéfitos en hojas, tallos y
raices, reportd que la raiz es el 6rgano donde se encuentra la mayor rigueza de colonizacién
endofitas. Igualmente, Barrios-Murillo (2006), evaluando hongos endéfitos para el manejo de la
Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) en platano, determind que en la raiz y en el cormo
es donde ocurre la mayor presencia de los enddfitos.

En las muestras de colectadas en la provincia de Valverde, se aislaron 13 colonias de Trichodermay
201 de Fusarium, para un total de 214 colonias, y en las muestras colectadas en la provincia de
Montecristi, se aislaron 53 colonias de Trichoderma y 156 de Fusarium, para un total de 209
colonias, Figura 4.

Estos resultados superan a los obtenidos por Meneses (2003) en diferentes sistemas de produccién
de banano organico. Garcia et al. (2017) reportaron 300 colonias de los hongos endéfitos
Trichoderma y Fusarium aislados en plantaciones de platano.
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Figura 4. Colonias de hongos enddéfitos Trichoderma y Fusarium aislados de raices de banano de Valverde y Montecristi

En la provincia de Valverde, se aislaron colonias del género Trichoderma en cuatro fincas, y del
género Fusarium en las 10 fincas muestreadas, Trichoderma fue encontrado en mayor cantidad en la
finca Miguel Isaias, en El Juncalito, Mao, con cinco colonias, seguido por la finca Dario Bueno en
Boca de Mao, con cuatro colonias. Riera-Villalba (2015) report6 mayor cantidad, 11 aislados de
Trichoderma spp en plantaciones de banano; la mayor presencia del género Fusarium se encontrd
en las fincas Dario Bueno y Miguel Isaias, con 52 colonias, respectivamente, Figura 5.

APF -Vol 10, (01): 17 : 24 Afo 2021 17
e-ISSN 2307-1990



Revista APF

Nimero de colonias (Unidad)

60 -

50

40 -

30

20

10

° ] °

@ Trichoderma sp

O Fusarium sp

19

3 3 2

Dario Bueno| Franklin iguel Isaias| Rumaldo Ramén |Rubén Dario| Salustina Carolina | Luis Payero

Campos Fermin

Tierra Fria

Figura 5. NUmero de colonias de Trichoderma y Fusarium aisladas de raices de banano de fincas de Valverde

En la provincia de Montecristi, el género Trichoderma fue aislado en 6 fincas y Fusarium en todas las
fincas muestreadas. La mayor presencia de Trichoderma (44 colonias) fue encontrada en la finca
Roberto Sanchez en Hatillo Palma, mientras que la presencia de Fusarium fue la mayor en la finca
José Padilla, con 43 colonias, Figura 6. Resultados similares fueron reportado por Garcia et al.
(2017), quienes encontraron 31 aislados de Trichoderma spp en raices de plantas de platano,

aparentemente sanas.
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Figura 6. NUmero de colonias de Trichoderma y Fusarium aisladas de raices de banano de fincas de Montecristi

En la Figura 7, se muestra el crecimiento de colonias de los hongos endofitos Trichoderma y

Fusarium desde los segmentos de raices de banano en platos Petri.

Figura 7. Colonias de hongos enddfitos desarrollados en PDA. En color verde Trichoderma y con crecimiento mayor, y en

color blanco Fusarium y menor crecimiento. Foto Marisol Morel

De los hongos enddfitos del género Trichoderma aislados en Valverde y Montecristi, se conservaron
19 cepas y de Fusarium 18 cepas. De las colonias de Trichoderma spp. aisladas de Valverde se
conservaron 9 cepas y de las colonias de Fusarium (no patogénico) se conservaron 11 cepas, Figura

8.
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Figura 8. Cepas enddfitas aisladas en plantaciones de Valverde: A) Trichoderma spp. B) Fusarium spp.
Foto Marisol Morel

De las colonias de Trichoderma aisladas de Montecristi, se conservaron 10 cepas (Figura 9), y de
Fusarium (no patogénico) se conservaron 8 cepas.

Figura 9. Cepas enddfitas aisladas en plantaciones de Montecristi: A) Trichoderma spp., B) Fusarium spp.
Foto Marisol Morel

Las 19 cepas de Trichoderma aisladas del sistema radicular de plantas de banano de las provincias
Valverde y Montecristi se encuentran conservadas en glicerol al 30%, las mismas estan identificadas
molecularmente, Tabla 2.
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Tabla 2. Especies nativas de Trichoderma aisladas en Valverde y Montecristi identificadas molecularmente.

Cadigo de las cepas Especie identificada

DB-4-E Trichoderma longibrachiatum
DB-5-E Trichoderma harzianum
MI-13-E Trichoderma asperellum
MI-14-E Trichoderma asperellum
MI-15-E Trichoderma sp.

FC-16-E Trichoderma asperellum
VS-17-E Trichoderma asperellum
VS-18-E Trichoderma sp.

VS-19-E Trichoderma asperellum
MSLA-22-E Trichoderma asperellum
LTPV-23-E Trichoderma viride
LTPV-24-E Trichoderma sp.

RNP-30-E Trichoderma asperelloides
LTJ-31-E Trichoderma asperellum
HQHP-32-E Trichoderma sp.

RSHP-33-E Trichoderma sp.

RSHP-34-E Trichoderma longibrachiatum
RSHP-35-E Trichoderma asperellum
RSHP-36-E Trichoderma asperellum

CONCLUSIONES

e En plantaciones (fincas) de bananos de las provincias Valverde y Montecristi fueron aislados e
identificados hongos endéfitos de los géneros Trichoderma y Fusarium con potencial antagonico a
nematodos fitoparasitos.

e El nimero de fincas con presencia de hongos Trichoderma fue mayor en la provincia Montecristi que en la
provincia Valverde.

e El género Fusarium fue encontrado en todas las fincas muestreadas.
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