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RESUMEN

Los hongos del género Trichoderma se consideran antagonistas de fitopatégenos, son utilizados en la
agricultura por poseer potencial de biocontrol de plagas y enfermedades. Este género puede colonizar las
plantas y crecer dentro de los tejidos sin ocasionarles dafio. El objetivo de este estudio fue conocer la
capacidad enddfita de 25 cepas nativas de Trichoderma en el cultivo de tomate Solanum lycopersicum, L.). Se
instalaron tres ensayos en casa malla en la Estacion Experimental Cacaotera Mata Larga del Idiaf en San
Francisco de Macoris, en el nordeste de la Republica Dominicana. Se utilizaron 25 cepas de Trichoderma
(enddfitas en platano) y tomate de la variedad ‘Floradade’. Las plantulas fueron trasplantadas en vasos foam
en sustrato esterilizado de fibra de coco, enmienda orgénica y suelo, en proporcion 1:1:1 v/v. El disefio
experimental utilizado fue un completamente al azar, con cuatro repeticiones, la unidad experimental consistio
en dos plantulas. A los 10 dias del trasplante, las plantas se inocularon con las cepas de Trichoderma con
1x107 esporas/planta. A los 30 dias de aplicados los tratamientos, se extrajeron las plantas y se realizaron
aislamientos de las raices y diluciones seriadas del sustrato en PDA. A los 16 dias del cultivo, se evalué el
porcentaje de colonizacion de las raices y a los ochos dias, la presencia de las cepas en el sustrato. Se
realizé analisis de varianzas con un nivel de significancia del 5 %. El porcentaje de raiz colonizada presento
diferencias estadisticas y estuvo entre 0.0 y 80 %. De las 25 cepas de Trichoderma, 20 cepas resultaron
enddfitas en plantulas de tomate y las 25 estuvieron viables en el sustrato.

Palabras claves: Antagonistas, aislamientos, colonizacién, raices, sustratos.

ABSTRACT

The fungi of the genus Trichoderma are considered antagonists of phytopathogens, they are used in
agriculture because they have potential for biocontrol of pests and diseases. This genus can colonize plants
and grow within tissues without causing damage. The objective of this study was to know the endophytic
capacity of 25 native strains of Trichoderma in the tomato crop Solanum lycopersicum, L.). Three mesh house
trials were installed at Idiaf's Mata Larga Cacaotera Experimental Station in San Francisco de Macoris, in the
northeast of the Dominican Republic. 25 strains of Trichoderma (endophytes in banana) and tomato of the
'Floradade' variety will be used. The seedlings were transplanted into foam cups in sterilized coconut fiber
substrate, organic amendment and soil, ina 1: 1: 1 v/ v ratio. The experimental design used was a completely
randomized one, with four repetitions, the experimental unit consisted of two seedlings. 10 days after
transplantation, the plants were inoculated with the Trichoderma strains with 1x107 spores / plant. 30 days
after the treatments were applied, the plants were extracted and root isolates and serial dilutions of the
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substrate were made in PDA. At 16 days of cultivation, the percentage of colonization of the roots was
evaluated and at eight days, the presence of the strains in the substrate. An analysis of variances was
performed with a significance level of 5%. The percentage of colonized root presented statistical differences
and was between 0.0 and 80%. Of the 25 Trichoderma strains, 20 strains were endophytes in tomato
seedlings and 25 were viable in the substrate.

Keywords: Antagonists, isolates, colonization, roots, substrates

INTRODUCCION

Los hongos del género Trichoderma se consideran antagonistas naturales de fitopatégenos, son
ampliamente utilizados en la agricultura por su potencial de biocontrol de plagas y enfermedades,
Ledn-Ttacca et al. (2018). Diferentes estudios han demostrado la efectividad de cepas de
Trichoderma endofitas controlando patdgenos y promoviendo el desarrollo en el cultivo de tomate,
Sundaramoorthy y Balabaskar (2013), Barari (2016) y You et al. (2016). Los hongos endofitos
pueden colonizar la planta y crecer dentro de los tejidos sin ocasionarles dafio, Corredor-Perilla et al.
(2007). Esta colonizacion puede ocurrir en las hojas, tallos, ramas y raices, y envuelve intercambios
metabdlicos entre el endofito y el hospedero, Gémez-Vidal et al. (2006). Segun Paris (2016) la raiz
es el érgano donde se encuentra la mayor presencia de colonizacion endofita.

Los hongos enddfitos ayudan a reducir los efectos de los patégenos mediante la induccién de
resistencia a la planta, la estimulacién de produccién de metabolitos secundarios e incremento del
crecimiento, Flores-Pacheco (2017). Trichoderma spp. es uno de los mas estudiados, debido a que
estd ampliamente distribuido y se encuentra de manera natural en diferentes ambientes,
especialmente en presencia de materia organica o residuos vegetales en descomposicion. Ademas,
es capaz de crecer en un amplio rango de temperaturas, Martinez et al. (2013). Muchas especies de
este género pueden parasitar e inhibir otros hongos mediante la produccion de micotoxinas y
enzimas como la glucanasa y quitinasa, Howel (2003). Por lo que, estas acciones y mecanismos de
Trichoderma pueden favorecer el proceso de adaptacion de las plantas a diversas condiciones
ambientales y sustratos, Martinez et al. (2013).

A pesar de que los hongos endofitos se pueden aislar con facilidad, muchos son especificos de un
cultivo. Para asegurar que un hongo sea enddfito de un cultivo, este debe crecer en el interior de la
planta sin causar dafio, Corredor-Perilla et al. (2007). Entre las técnicas utilizadas para comprobarlo,
se encuentra el reaislamiento del hongo desde la planta luego de su inoculacién, Russo et al. (2015)
y Russo et al. (2018,).

En la Republica Dominicana, se han aislados hongos del género Trichoderma de tejido sanos de
platano (Musa AAB y Musa AAAB) (Garcia et al. 2016) y de suelos, sustratos y raices de plantas
cultivadas en invernaderos de las provincias La Vega, San José de Ocoa y Espaillat (Moya et al.
2014). Las cepas de Trichoderma utilizadas en este estudio fueron aisladas de tejido sano de plantas
de platano y son consideradas endofitas de este cultivo; sin embargo, se desconocia si eran
endodfitas en plantas de tomate, por esta razon, este estudio tuvo como objetivo evaluar a nivel de
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casa malla la capacidad enddfita en plantas de tomate de 25 cepas nativas de Trichoderma spp.
aisladas de raices de platano, Garcia et al. (2016).

MATERIALES Y METODOS

Localizacion de los experimentos

Los experimentos fueron realizados desde enero hasta agosto del 2020, dentro del proyecto
“Evaluacién de cepas nativas del hongo enddfito Trichoderma spp. en el control de Meloidogyne spp.
en tomate (Solanum lycopersicum L.) bajo ambiente protegido”. Se instalaron tres ensayos en casa
malla en la Estacion Experimental Cacaotera Mata Larga del Instituto Dominicano de Investigaciones
Agropecuarias y Forestales (Idiaf), en San Francisco de Macoris, provincia Duarte, en el nordeste de
la Republica Dominicana.

Cepas de Trichoderma spp

Se utilizaron 25 cepas enddfitas nativas de Trichoderma spp. aisladas de raices de platano, de las
variedades Macho por Hembra Intermedio (MxHI) (AAB) y FHIA-21 (AAAB), Tabla 1. Las cepas
fueron obtenidas del proyecto internacional “Mejoramiento de la Calidad de Vida de Comunidades
Rurales en Cuatro Paises de América Latina y el Caribe, a través de Innovaciones Tecnologicas en
Produccion, Procesamiento Agroindustrial y Mercadeo del Platano (FTG-7010/07)", con
financiamiento del Fondo Regional de Tecnologia Agropecuaria (Fontagro). Estas cepas se
encuentran conservadas en el Laboratorio de Proteccion Vegetal de la Estacion Experimental
Cacaotera Mata Larga.

Tablal. Cepas nativas de Trichoderma, endéfitas en platano, utilizadas en los experimentos.

Procedencia

Cepa
Productor Localidad

PJ-1

PJ-2

PJ-3 Sabana,
PJ-4 Porfirio Jiménez Los Jiménez,
PJ-5 Moca.

PJ-6

PJ-7

VA-8

VA-9

VA-10

xﬁ:ﬂ Victor Abreu k/légscgva&
VA-13

VA-14

VA-15
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NT-16

NT-17 Nando Tejada Salcedo
NT-18

AL-19

AL-20 Antonio Lopez, '\E/Ilo,iguacate,
AL-21

MH-22 " Benguete,
MH-23 Mario Hidalgo La Vega
IV-24 Ideli Veras Villa Tapia
FVv-25 Freddy Veras Villa Tapia

Las cepas de Trichoderma fueron reactivadas mediante enfrentamiento dual con el hongo
fitopatdégeno virulento, Fusarium sp, en medio de cultivo PDA (papa-dextrosa agar) en plato Petri. Se
incubaron por 7 dias a 28+ 2 °C. Luego se multiplicaron en platos de Petri desechables con 10 ml de
medio de cultivo PDA. Se incubaron a 28+ 2 °C por un periodo de 8 a 10 dias. Transcurrido este
tiempo, a cada plato se le aplicé 25 ml de agua esterilizada y se realizé un raspado para la obtencion
de conidios.

Plantas de tomate

Se utilizaron semillas de tomate de mesa de la variedad ‘Floradade’. Estas fueron sembradas en
bandejas de germinacién en sustrato a base de fibra de coco, enmienda organica y suelo, mezclados
en proporcion 1:1:1 (v/v) siguiendo la metodologia de Russo et al. (2015) modificada. El sustrato fue
esterilizado dos veces en autoclave durante 20 minutos a 121 °C., y se dejo transcurrir 24 horas
entre la primera y segunda esterilizacion. Entre 28 y 30 dias después de la germinacion, las plantulas
fueron trasplantadas en vasos foam de 500 ml de capacidad con el mismo sustrato esterilizado
utilizado en la germinacion de las semillas. Las plantulas trasplantadas fueron colocadas sobre
mesas metalicas en casa malla, Figura 1.

Figura 1. Plantulas de tomate sobre mesas metélica. Foto Marisol Morel
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Disefio experimental y tratamientos

En cada experimento se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar (DCA), con cuatro
repeticiones y la unidad experimental consisti6 en dos plantas. Los tratamientos estuvieron
conformados por cada una de las cepas de Trichoderma, mas un testigo absoluto, sin inoculacion.

Establecimiento de los experimentos

En el primer experimento se evaluaron diez cepas de Trichoderma (Tabla 2) y en el segundo, siete
(Tabla 3) y en el tercero, ocho (Tabla 4). Cada uno de los experimentos tuvo una duracién de cuatro
semanas (un mes) a partir de la la aplicacioén de los tratamientos. El primer experimento se instalé el

13 de enero, el segundo el 4 de marzo y el tercero el 4 de Junio del 2020.

Tabla.2. Cepas de Trichoderma evaluadas en los tratamientos del primer experimento en casa malla

Tratamiento Descripcion

TO Testigo absoluto, sin inoculante
T1 Trichoderma cepa PJ-1
T2 Trichoderma cepa PJ-2
T3 Trichoderma cepa PJ-3
T4 Trichoderma cepa PJ-4
T5 Trichoderma cepa PJ-5
T6 Trichoderma cepa PJ-6
T7 Trichoderma cepa PJ-7
T8 Trichoderma cepa VA-8
T9 Trichoderma cepa VA-9
T10 Trichoderma cepa VA-10

Tabla.3. Cepas de Trichoderma evaluadas en los tratamientos del segundo experimento en casa malla

Tratamiento Descripcién
TO Testigo absoluto, sin inoculante
T1 Trichoderma cepa VA-11
T2 Trichoderma cepa VA-12
T3 Trichoderma cepa VA-13
T4 Trichoderma cepa VA-14
T5 Trichoderma cepa VA-15
T6 Trichoderma cepa NT-16
T7 Trichoderma cepa NT-17
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Tabla.4. Cepas de Trichoderma evaluadas en los tratamientos del tercer experimento en casa malla

Tratamiento Descripcién
TO Testigo absoluto, sin inoculante
T1 Trichoderma cepa NT-18
T2 Trichoderma cepa AL-19
T3 Trichoderma cepa AL-20
T4 Trichoderma cepa AL-21
T5 Trichoderma cepa MH-22
T6 Trichoderma cepa MH-23
T7 Trichoderma cepa IV-24
T8 Trichoderma cepa FV-25

A los 10 dias después del trasplante, las plantulas se inocularon en el sistema radicular (Figura 2)
con la cepa de Trichoderma correspondiente, en una concentracion de 1x107 esporas/planta.

Figura 2. Inoculacién de Trichoderma en el sistema radicular de plantulas de tomate.
Foto Marisol Morel

Durante el desarrollo del primer experimento, dentro de la casa malla se registraron temperaturas
ambientales de 26 a 38 °C, en el segundo ensayo se registraron temperaturas de 24.3 a 36 °C., y en
el tercero 26.6 a 38.4 °C.
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Manejo de los experimentos

En los primeros dias de instalados los experimentos, se aplicé riego tipo drench, 50 ml interdiario y
luego segun requerimiento del cultivo. Se realiz6 una aplicacion de fertilizantes Plamtar Nitrégeno
26-6-14 + 6 (S) y Plamtar Fésforo 14-37-10 + 4 (S) en forma de drench. También, se realizaron
aplicaciones del insecticida sistémico Engeo® 24.7 SC para el control de mosca blanca. A los 30
dias de aplicados los tratamientos, se hizo la extraccion de las plantas de los vasos foam y se
realizaron aislamientos de las raices y diluciones seriadas del sustrato en medio de cultivo PDA.

Procesamiento de las muestras de raices y del sustrato

Para determinar la presencia de las cepas de Trichoderma inoculadas en los experimentos, se
realizaron siembras del tejido radicular de las plantas y diluciones seriadas del sustrato. Para el
procesamiento de las raices se utilizé la metodologia de Russo et al. (2018) modificada. Las raices
se desinfectaron en etanol al 70 % por 15 segundos, luego en hipoclorito de sodio al 1.5 % durante 3
minutos y nuevamente en etanol 70 % por 15 segundos, seguido de tres lavados en agua destilada
estéril, Figura 3. Posteriormente, para su secado se colocaron en papel absorbente estéril. En los
tres experimentos se utilizé la misma metodologia de procesamientos de las muestras.

Figura 3. Desinfeccion de raices de tomate para aislamiento de Trichoderma enddfito
Foto Nélsida Martinez

Las raices fueron cortadas en trozos de aproximadamente 5 a 10 mm de largo, los cuales se
cultivaron en placas Petri conteniendo medio de cultivo PDA sintético, 3.9 g/l mas cloranfenicol. Se
colocaron cinco trozos del tejido radical (raices) por placa. y se utilizaron dos placas por tratamiento
(cepa de Trichoderma). Las placas Petri se incubaron a 25 °C. durante 16 dias.
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Figura 4. Siembras de raices de tomates en medio de cultivo PDA en placas de Petri.
Foto Nélsida Martinez

Para determinar la presencia de Trichoderma en el sustrato, se utilizaron las metodologias descritas
por Castillo (2016) y Acuia y Pefia (2005). Se utilizé medio de cultivo PDA sintético, 39 g/l mas
amoxicilina. Las muestras se homogeneizaron y se pesaron 10 g/muestra, las cuales se diluyeron en
frasco conteniendo 90 ml de agua esterilizada. De esta dilucién, se prepararon diluciones seriadas
hasta 103, las muestras se incubaron a 25 °C. durante ocho dias.

Variables evaluadas

Se evaluo el porcentaje de colonizacion o frecuencia de colonizacion (FC) de las raices de tomate
por las cepas de Trichoderma spp., a los 16 dias de las raices ser sembradas en medio de cultivo
PDA. Se utilizé la férmula de Petrini y Fisher (1986), donde: FC = (Numero de piezas de planta
colonizadas/ total de piezas examinadas) *100. Adicionalmente, se evalué la presencia de las cepas
en el sustrato a los 8 dias del cultivo en PDA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de datos

Los datos del primer experimento fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis, debido a
gue estos no cumplieron con el supuesto de homogeneidad de varianza. Mientras que en el segundo
y tercero, los datos cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza, por
tanto fueron sometidos a analisis de varianza y a la prueba de separacion de media de Tukey al 5%,
cuando el analisis de varianza mostro diferencias significativas. Estos analisis se realizaron con el
programa estadistico InfoStat® (version 2011, Universidad Nacional de Cdrdoba, Argentina).
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Porcentaje de raices colonizadas en el primer experimento

En el primer experimento, de las diez cepas de Trichoderma spp. evaluadas, siete resultaron
endofitas en tomate: PJ-1, PJ-3, PJ-4, PJ-6, PJ-7, VA-9 y VA-10. El porcentaje de raices colonizadas
por las cepas de Trichoderma present6 diferencias estadisticas significativas, y estuvo entre 0.0 y 80
%, Figura 5. La cepa PJ-1 (T1) presenté el porcentaje mas alto de raices colonizadas, con un 80 %.
Li et al. (2012) obtuvo resultados superiores en tallos de seis especies de plantas, en donde el nivel
de colonizacion de los hongos endofitos fue del 82 % en promedio. En el tratamiento testigo se
presentd un porcentaje de colonizacidén de 12.5 %; éste probablemente se contamind con alguna de
las cepas de Trichoderma durante el manejo del experimento. Mujica et al (2010) también reportan
colonizacion radical en el tratamiento testigo, en un ensayo aplicando dos cepas de hongos
micorricicos en el cultivo de tomate; a los 30 y 55 dias después del trasplante, en el testigo se
observaron valores de 30-40 % de colonizacién radical. En la Figura 6, se muestran raices de tomate
colonizadas por Trichoderma

VA-10 | 57.5 ab P> 0.0403
VA-9 | 25.0 ab

VA-8 | 00 a

P37 | | 25.0 ab

Sr | 375 ab

PJ-5 | 0.0 a

PI-4 | 500 ab

P33 [ 125 a

P32 |00 a

PI-1 | | 80.0 b

Testigo :| 125 a
0.0 z(;.o 4ol.o ec;.o 80I.0 10;).0
Colonizacion deraices (%) DA los 16 dias

Figura 5. Promedio de colonizacion de raices de tomate por las cepas de Trichoderma en el primer experimento
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Figura 6. Raices de tomate colonizadas por Trichoderma spp. en platos Petri.
Foto Marisol Morel

Porcentaje de raices colonizadas en el segundo experimento

El porcentaje de raices colonizadas por las cepas de Trichoderma) no mostré diferencias
estadisticas significativas, Figura 7. En este ensayo las siete cepas de Trichoderma colonizaron las
raices de las plantulas de tomates. Gonzalez (2018), evaluando a los 28 y 45 dias el efecto de
Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum y hongos micorricicos arbusculares (HMA) en plantulas de
tomate (Solanum lycopersicum L.), report6 que la aplicacién de los microorganismos a la semilla y al
sustrato favorece la colonizaciéon de las raices de las plantulas. Por otro lado, Medina (2016) report6
la colonizacion de 10 aislamientos de Trichoderma en plantas de nardo (Polianthes tuberosa). De
igual forma, Ledn-Ttacca et al. (2018), evaluando el porcentaje de colonizacion endéfitas de 10
cepas de Trichoderma en el cultivo de quinua (Chenopodium quinoa Willd.), reportaron que las diez
cepas colonizaron las plantas de quinua.
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NT-17 25.0 P> 0.2801
NT-16 | 37.5
VA-15 | 50.0
VA-14 | 50.0
VA-13 | 37.5
VA-12 | 125
VA-11 | 125
Testigo | 0.0
0.0 1(;.0 2(';.0 3(';.0 40I.0 5(;.0 6(;.0
Colonizacion de raices(%) DA los 16 dias

Figura 7. Promedio de colonizacion de raices de tomate por las cepas de Trichoderma en el segundo experimento

Porcentaje de raices colonizadas en el tercer experimento

El porcentaje de raices colonizadas por las cepas de Trichoderma en este experimento no presento
diferencias estadisticas significativas. De las ocho cepas de Trichoderma spp. evaluadas, se
determind que seis colonizaron las raices de tomate: NT-18, AL-19, AL-20, MH-23, IV-24 y FV-25
(Figura 8). Las cepas MH-22 y Al-21 no colonizaron las raices del tomate.
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FV-25 25.0 P>0.1823

IV-24 50.0

MH-23 37.5

MH-22

AL-21

AL-20 37.5

0.0

0.0
AL-19 12,5
NT-18 10.0

Testigo | 0.0

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0

Colonizacion de raices (%) OA los 16 dias

Figura 8. Promedio de colonizacion de raices de tomate por las cepas de Trichoderma en el tercer experimento

En los tratamientos con las cepas AL-21 y MH-22, que resultaron no endéfitas, se presentaron
sintomas de marchitez, estrangulamientos en la base del tallo y mortalidad de algunas plantulas,
siendo identificado como agente causal el hongo Fusarium sp. Aunque este patdégeno fue aislado en
otros tratamientos, aparentemente al estar esos tratamientos colonizados por las cepas de
Trichoderma spp., no presentaron los sintomas de la enfermedad. Esto confirma lo planteado por
Companioni-Gonzalez et al. (2019) sobre los multiples beneficios que aporta el uso de Trichoderma
como controlador biolégico en los cultivos. También, confirma lo reportado por Martinez-Scott (2016),
evaluando aislados nativos de Trichoderma sp en el control de hongos fitopatégenos del suelo en
tomate, en donde plantas inoculadas con los aislados de Trichoderma no presentaron sintomas de
enfermedad.

De las 25 cepas de Trichoderma evaluadas en los tres experimentos, se determind que 20 cepas
resultaron ser endéfitas en plantulas de tomate a los 30 dias de haber sido inoculadas en el sistema
radicular. Estas cepas se encuentran conservadas en glicerol al 30 % y estan identificadas
molecularmente, Tabla 5, Figura 9.
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Tabla 5. Capacidad enddfita de 20 cepas nativas de Trichoderma spp. en el sistema radicular del cultivo de
tomate

Cddigos de experimentos Cepa identificadas Capacidad enddfita (%)
PJ-1 Trichoderma afroharzianum 80
PJ-3 Trichoderma harzianum 125
PJ-4 Trichoderma harzianum 50
PJ-6 Trichoderma cf. harzianum 375
PJ-7 Trichoderma harzianum 25
VA-9 Trichoderma asperellum 25
VA-10 Trichoderma asperellum 57.5
VA-11 Trichoderma sp. 12.5
VA-12 Trichoderma asperellum 125
VA-13 Trichoderma asperellum 37.5
VA-14 Trichoderma sp. 50
VA-15 Trichoderma sp. 50
NT-16 Trichoderma sp. 37.5
NT-17 Trichoderma sp. 25
NT-18 Trichoderma longibrachiatum 10
AL-19 Trichoderma longibrachiatum 12.5
AL-20 Trichoderma harzianum 37.5
MH-23 Trichoderma asperellum 375
IvV-24 Trichoderma sp. 50
FV-25 Trichoderma sp. 25

Figura 9. Cepas de Trichoderma spp enddfitas en tomate, de izquierda a derecha: A) PJ-1, PJ-3, PJ-4, PJ-6 y PJ-7: B)
VA-9, VA-10, VA-11, VA-12 y VA-13: C) VA-14, VA-15, NT-16, NT-17 y NT-18: D) AL-19, AL-20, MH-23, IV-24 y FV-25.
Foto: Marisol Morel
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Presencia de las cepas de Trichoderma en el sustrato

En los tres ensayos las 25 las cepas de Trichoderma estuvieron viables en el sustrato a los 30 dias
de inoculadas. Resultados similares obtuvo Morel (2016) evaluando cepas nativas de Trichoderma
spp., en el control de Fusarium solani en tomate bajo ambiente protegido, recuperando tres cepas de
Trichoderma, de cuatro inoculadas a los 40 dias.

CONCLUSIONES

El 80 % (20 de 25) de las cepas de Trichoderma evaluadas, aisladas del sistema radicular de
platano, presento capacidad endofita en plantas de tomate al colonizar el interior de sus raices.

La capacidad endofita de las cepas de Trichoderma estuvo entre 12.5 y 80 % de las raices de
tomate.

Cepas de Trichoderma aisladas de los tejidos internos de un cultivo pueden colonizar y establecerse
en los tejidos internos de otro cultivo.

Las cepas de Trichoderma que resultaron enddfitas en tomate podrian ser utilizadas para el control
bioldgico de enfermedades en el cultivo de tomate.
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