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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue evaluar la combinacion in vitro y ex vitro de P. chlamydosporia (IMI SD 187) y
Trichoderma asperellum (Ta. 13) en la aclimatizacion de vitroplantas del banano de coccion del tipo Bluggoe (AABB)
‘FHIA-03’. Primeramente, se determiné la compatibilidad in vitro, mediante la competencia por espacio (crecimiento radial)
y el porcentaje de inhibicion del crecimiento a las 24, 48 y 120 h en Cultivo Dual. Posteriormente, se evaluo la aplicacion de
estos hongos de manera independiente o en combinacion, durante la fase de adaptacion ex vitro de vitroplantas, y un control
sin aplicacion; en total 12 tratamientos. Las vitroplantas se plantaron en bandejas de polipropileno de 70 alvéolos con
sustrato: suelo ferralitico rojo lixiviado y cachaza (1:3 vA). P. chlamydosporia cepa IMI SD 187 (Bionematicida KlamiC®) se
aplicé con T. asperellum cepa Ta.13 (Biofungicida SevetriC) mediante inmersion de raices previo al trasplante, o por
aspersion a los 3 y 20 dias posteriores al trasplante. Las bandejas se distribuyeron al azar en el area de aclimatizacion. A los
30 dias, se evalud el crecimiento de las vitroplantas y la colonizacion de P. chlamydosporia en el sustrato y las raices. In
vitro, T. asperellum crecié mas rapido que P. chlamydosporia, pero no hubo contacto hifal directo entre ambos hongos.
P. chlamydosporia colonizo el sistema radical y la rizosfera de las vitroplantas cuando se aplicd de forma independiente y en
combinacion con 7. asperellum y ambos hongos promovieron el crecimiento vegetal. Los resultados indican que
P. chlamydosporia'y T. asperellum son buenos candidatos para estrategias de biomanejo en banano.

Palabras clave: biomanejo, control bioldgico, hongos enddéfitos, promocion del crecimiento vegetal.

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the in vitro and ex vitro combination of P. chlamydosporia (IMI SD
187) and Trichoderma asperellum (Ta. 13) in the acclimatization of banana vitroplants Bluggoe type (AABB) ‘FHIA-03’.
Firstly, the in vitro compatibility, through space competence (radial growth) and growth inhibition percentage at 24, 48, and
120 h, was assessed by the dual culture technique. In second place, it was evaluated the application of these fungi separately
or in combination during the ex vitro adaptation phase of the vitroplants. In total, 12 treatments were included, the treaments
with each fungus and the control without fungus. The vitroplants were transplanted into polypropylene trays of 70 alveolus
containing red ferralitic lixiviated soil and organic amendment (1:3 v/v) as substrate. P. chlamydosporia strain IMI SD 187
(KlamiC® Bionematicide) was applied with 7. asperellum strain Ta.13 (SevetriC Biofungicide) by submerging the root before
transplanting or by spraying the plant at 3 and 20 days post planting. The trays were randomly arranged in the adaptation
area. At 30 days, the plant vegetative growth and the substrate and root colonization by P. chlamydosporia were assessed. In
vitro, T. asperellum grew faster than P. chlamydosporia, but there was no direct hyphal contact between them.
P chlamydosporia colonized the root system and the rhizosphere of banana vitroplants when this fungus was applied
separately or in combination with 7. asperellum; both fungi promoted vitroplant growth. The results show that
P. chlamydosporia and T. asperellum are good candidates for banana biomanagement strategies.

Key words: biomanagement, biological control, endophytic fungi, plant growth promotion.

INTRODUCCION taria en el mundo, ya que estan considerados dentro

de las principales fuentes de alimento (1). En Cuba,

Los platanos y bananos constituyen plantas mono-  representan un componente importante de la dieta y

cotiledoneas pertenecientes a la familia Musaceae. Es- tienen una elevada prioridad dentro del programa ali-
tos cultivos son primordiales para la seguridad alimen-  mentario nacional (2).
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Entre las plagas mas importantes que afectan
las producciones se encuentran el picudo negro
(Cosmopolites sordidus), los hongos patogenos de
plantas (Fusarium oxysporum f. sp. cubense 'y
Mycosphaerella spp.) y los nematodos fitoparasitos,
capaces de ocasionar enfermedades complejas y pérdi-
das econémicas significativas en el cultivo (3).

Tradicionalmente, el control quimico es el método
de control mas usado; sin embargo, se conocen los
efectos adversos de estos productos al ambiente y
la salud humana (4). El uso de vitroplantas, como
material de plantacion, constituye una alternativa de
proteccion al cultivo en plantaciones comerciales y se
investiga el uso de agentes de control bioldgico endo-
fitos y los microorganismos presentes en la rizosfera
de plantas de platanos y bananos (Musa spp.), como
parte de las posibles estrategias de manejo sostenible,
por su potencial impacto beneficioso (5, 6). Esto se
justifica por la amplia diversidad de hongos endoéfitos
que colonizan las plantas de banano en ambientes na-
turales (7).

Segln investigaciones sobre poblaciones de hongos
endofitos presentes en raices de platanos y bananos,
Trichoderma es uno de los géneros mas abundantes
(8, 9). Este hongo habita comunmente los suelos y la
rizosfera de las plantas. Se utiliza como biofungicida
de amplio espectro, ya que puede limitar el crecimien-
to de otros hongos del suelo y estimula el crecimiento
vegetal, debido a la formacion de sider6foros quela-
tantes de hierro, y la presencia de hormonas regulado-
ras del crecimiento, asi como por la accion antagoénica
frente a microorganismos patogenos. Ademas, estimu-
la los mecanismos de defensa de las plantas (10, 11)
y, algunas cepas, mostraron efecto frente a nematodos
fitoparasitos (12).

El hongo nematdfago Pochonia chlamydosporia
(Goddard) Zare y Gams se considera, por sus poten-
cialidades, como agente de control microbiano de
nematodos (13). Estudios recientes informaron que
P. chlamydosporia es un componente natural de la
rizosfera de banano (14), y se destaca por su habilidad
colonizadora de suelos, sustratos y la rizosfera (13,
15). Este hongo es capaz de colonizar endofiticamente
una gran variedad de cultivos como tomate, cebada y
frijol (16, 17, 18), de forma tal que mejora el desarro-
llo y las defensas de las plantas (19).

La colonizacion endofitica de P. chlamydosporia
en las raices confiere ventajas adicionales a la plan-
ta hospedante, como la estimulacion del crecimiento
y desarrollo, debido a la produccion de metabolitos
secundarios que intervienen en el crecimiento de las
plantas (20) o por la potenciacion en la captacion
de nutrientes (21). En algunos casos esta promocion
de crecimiento resulta como consecuencia de la reduc-
cion de patogenos radicales y nematodos fitoparasitos
(6, 17).

Hernandez et al. (22) demostraron la capacidad en-
dofitica y la promocion del crecimiento de la cepa IMI

SD 187 de P. chlamydosporia en vitroplantas de dife-
rentes cultivares de platanos y bananos. La aplicacion
de este hongo provoco un incremento significativo de
los indicadores vegetativos del crecimiento de las vi-
troplantas, como consecuencia de una mayor biomasa
del sistema radical y foliar.

La accion de este hongo se potencia cuando se com-
bina con otros productos compatibles para el manejo
de nematodos (23). Sin embrago, su establecimiento y
actividad en la rizosfera estan influenciadas por facto-
res abidticos y biodticos (15, 24). No obstante, segun
Kerry y Hirsch (25), la relacion filogenética existente
entre hongos nativos del suelo y P. chlamydosporia,
por ocupar un mismo nicho ecoldgico, interactuar por
el habitat, las formas de alimentacion y los hospedan-
tes, puede provocar estrés en la planta.

El Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
(CENSA) en Cuba, dispone de bioproductos desarro-
llados comercialmente, a partir de cepas nativas selec-
cionadas de P. chlamydosporia y T. asperellum. Kla-
miC®, bionematicida formulado con la cepa IMI SD
187 de P. chlamydosporia y SevetriC, bioplaguicida
a base de 7. asperellum cepa Ta.13, ambos productos
con demostrada efectividad en el manejo de plagas
en sistemas de produccion agricola (26, 27). Sin em-
bargo, existen pocos trabajos sobre las potencialida-
des como agentes de control biologico endodfitos en
cultivos perennes como platanos y bananos. Por las
ventajas de su uso, existe un marcado interés en la in-
corporacion de estos bioproductos, de forma conjunta,
en el manejo integrado de plagas, en diversos cultivos
de importancia econdmica, entre ellos el banano.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la com-
binacion in vitro 'y ex vitro de P. chlamydosporia (IMI
SD 187) y Trichoderma asperellum (Ta. 13) en la
aclimatizacion de vitroplantas del banano de coccion
del tipo Bluggoe (AABB) ‘FHIA-03".

MATERIALES Y METODOS

Compatibilidad de Pochonia chlamydosporia (IMI
SD 187) y Trichoderma asperellum cepa Ta. 13 in
vitro

Se empleo la técnica de Cultivo Dual (28) en placas
Petri (=90 mm), con medio de cultivo natural Agar
Papa y Dextrosa, para la compatibilidad in vitro de los
hongos endoéfitos facultativos P. chlamydosporia var.
catenulata cepa IMI SD 187 (i.a. bionematicida Kla-
miC®) y 7. asperellum cepa Ta.13 (i.a. bioplaguicida
SevetriC®).

A partir de una colonia pura de cada cepa, se sem-
bréd un disco (J= 3 mm) en el extremo de cada placa
Petri (¥=80 mm), en sentidos opuestos, a una distan-
cia de 1 cm de la periferia. Se hicieron cinco réplicas
por tratamiento, consistentes en la siembra de ambos
hongos juntos en las placas o de forma independiente
(controles). Las placas se colocaron en una incubadora
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(Friocell) a 28+1°C en oscuridad constante, por siete
dias. Se evalu6 la antibiosis y la competencia por es-
pacio de las colonias de ambos hongos a las 24 h,
48 h y 120 h, teniendo en cuenta el crecimiento radial
lineal (mm) determinado con una regla milimetrada.
La antibiosis se determin6 al comparar el crecimiento
del hongo en el Cultivo Dual, con el crecimiento en el
control (27). Se determino el porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial (PICR) que ejercié un hongo
sobre el otro, en cada momento de evaluacion, con el
uso de la formula de Samaniego et al. (30):

PICR= (R1-R2)/R1x100

Donde, R1 es el crecimiento radial del hongo en el
tratamiento control y R2 es el crecimiento radial del
hongo en el Cultivo Dual.

Se realizé un analisis de varianza simple y las me-
dias se compararon a través de la Prueba de LSD Fis-
her (p<0,05), mediante el paquete estadistico InfoStat
version 2017¢ (31).

Aplicaciéon de KlamiC® [P, chlamydosporia (IMI SD
187)] y SevetriC® [T. asperellum (Ta. 13)] en
vitroplantas de banano cultivar ‘FHIA-03’ (AABB)

Los productos KlamiC® y SevetriC® del CENSA se
aplicaron de forma independiente y combinados, en la
fase de aclimatizacion de las vitroplantas de banano
cv. ‘FHIA-03".

En la suspension de esporas de T. asperellum, obte-
nida a partir de 20 g del producto SevetriC® en un litro
de agua, se sumergieron las raices de las vitroplantas
por cinco minutos, antes de la siembra de estas en las
bandejas.

Para la obtencion de la suspension de esporas de
P. chlamydosporia (IMI SD 187), se agitaron manual-
mente, durante un minuto, 15,6 g de KlamiC® en un

litro de agua, para desprender las clamidosporas del
sustrato. Posteriormente, la suspension se filtrd por
una triple gasa y se vertio dentro de una mochila
para aspersion de 16 L. Se realizé la aplicacion por
inmersion de las raices en la suspension de clamidos-
poras durante cinco minutos, previo al trasplante de
las vitroplantas y, por aspersion, a los 3 y 20 dias
después del trasplante, donde a cada vitroplanta se les
aplicé 6 ml, equivalentes a 5,6 x 10 clamidosporas.
vitroplanta! (22).

En total se conformaron 12 tratamientos, incluyen-
do un control absoluto sin la aplicacién de los hongos
endofitos. (Tabla 1)

Se utilizaron vitroplantas al concluir la Fase III;
como promedio, tenian 2,88 cm en altura de la plan-
ta, 3,12 mm de diametro del pseudotallo y 2,6 hojas
activas. Las vitroplantas se sembraron en bandejas de
polipropileno endurecido de 47 x 69 cm con 70 alvéo-
los pequefios de 5 x 5 x 5 cm, a razon de una planta
por alvéolo, contentivo cada uno de 65 g de sustra-
to: suelo Ferralitico Rojo lixiviado (Nitisol Rodico
Edtrico) y cachaza (1:3 v/v). La cachaza provino del
Complejo Agroindustrial “Boris Luis Santa Coloma”,
municipio Madruga, provincia Mayabeque, Cuba. Los
experimentos se realizaron por triplicado (tres repeti-
ciones por tratamiento). Las bandejas se ubicaron en el
area de aclimatizacion con un disefio experimental de
bloques al azar.

La adaptacion de las vitroplantas para alcanzar la
fase IV de aclimatizacion o endurecimiento ex vitro se
realizé en condiciones de produccion en la Biofabrica
de la Unidad Empresarial de Semillas Mayabeque, en
umbraculo semiprotegido en la cubierta y paredes, con
mallas de sombreo de color negro, con 70 % de la
intensidad luminosa, donde permanecieron durante 30
dias. En esta fase, se aplicaron dos riegos aéreos por
dia, a través de un sistema de microaspersores para

Tabla 1. Tratamientos empleados en el experimento durante la fase de aclimatizacion o endurecimiento

ex vitro de las vitroplantas de banano cultivar ‘FHIA-03’ (AABB) / Experimental treatments in
the acclimatization or ex vitro phase of vitroplants of the banana cultivar ‘FHIA-03’ (AABB)

Z
e

Descripcion de los tratamientos

Control (Sin hongo)
KlamiC® 1 aplicacion (3 DDT)
KlamiC® 2 aplicaciones (3 y 20 DDT)

O 0 9 N R W N =

—
(=]

KlamiC® (inmersion de raices 5 min)

—_ -
N —

Trichoderma (inmersion de raices 5 min)

Trichoderma (inmersion de raices 5 min) + KlamiC® (3 DDT)
Trichoderma en inmersion de raices (5 min) + KlamiC® (3 y 20 DDT)
Trichoderma + KlamiC® (inmersion de raices 5 min)

Trichoderma + KlamiC® (inmersion de raices 5 min) + KlamiC® (3 DDT)

Trichoderma + KlamiC® (inmersion de raices 5 min) + KlamiC® (3 y 20 DDT)

KlamiC® (inmersion de raices 5 min) + KlamiC® (3 DDT)

KlamiC® (inmersion de raices 5 min) + KlamiC® (3 y 20 DDT)

DDT: Dias Después del Trasplante
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mantener 80 % de la capacidad de campo en el sustra-
to y humedad relativa ambiental entre 85-95 %.

A los 30 dias, se efectuaron mediciones de las va-
riables del crecimiento vegetativo de las plantas. Para
las evaluaciones se tomaron 25 plantas de cada trata-
miento al azar y se determinaron la longitud de la
planta (cm), el diametro del pseudotallo (mm), el nu-
mero de hojas activas, la masa fresca y seca foliar (g),
la masa fresca y seca radical (g), segiin describieron
Hernandez et al. (22). Adicionalmente, se calculo el
porcentaje de incremento de la media de cada indica-
dor respecto a la media en el tratamiento control.

Se evaluo la colonizacion de P. chlamydosporia en
el sustrato y las raices (UFC.g!) mediante el método
de diluciéon y siembra en medio semiselectivo y el
conteo del nimero de UFC por gramo de muestra
(32). Ademas, se determind el porcentaje de coloniza-
cion endofitica del hongo en las raices, mediante la
desinfeccion superficial con hipoclorito de sodio al
1% y siembra en medio semiselectivo (21).

Los resultados de colonizacion de P. chlamydospo-
ria en suelo y raiz (UFC suelo y UFC raices) se
transformaron previamente en Log (x+1) y los porcen-
tajes de colonizacion endofitica en las raices se trans-
formaron en Arcoseno V(x/100). Los datos de cada
variable morfométrica se analizaron mediante andlisis
de varianza simple y se compararon los tratamientos
mediante la prueba de rangos multiples de Duncan con
un nivel de significacion p<0,05. Se empled el paquete
estadistico InfoStat version 2017¢ (31).

RESULTADOS Y DISCUSION

Compatibilidad de Pochonia chlamydosporia (IMI
SD 187) y Trichoderma asperellum cepa Ta. 13 in
vitro

La cepa Ta.13 de T. asperellum, mostré un cre-
cimiento mas rapido que la cepa IMI SD 187 de
P. chlamydosporia. Sin embargo, no se observo inte-
raccion hifal en el Cultivo Dual después de 120 h
de crecimiento a 28+1°C, momento en que el control
de T asperellum cubrié completamente el area de la
placa. (Fig. 1, 2)

W Cultivo dual ™ Control

48h 120h 24h

L R RSN B RN -]

24h 48h 120h

chiamydosporia y T. asperellum (cm)

Crecimiento miceliar radial de P.

CepalMI 5D 187 CepaTa.l3

Tiempo de incubacién (horas)

Fig. 1. Crecimiento radial de las colonias de P. chlamydosporia
(IMI SD 187) y T. asperellum (Ta.13) en Cultivo Dual/
Colony radial growth of P. chlamydosporia (IM1 SD
187) and T. asperellum (Ta. 13) in the dual culture

Fig. 2. Cultivo Dual de P. chlamydosporia (IMI SD 187) - T.
asperellum (Ta. 13) (A); T. asperellum (Ta. 13) Control (B) y P.
chlamydosporia (IMI SD 187) Control (C) en medio natural Agar
Papa y Dextrosa a las 120 h, a 28+1°C / Dual culture of P. chlamy-
dosporia (IMI SD 187) - T. asperellum (Ta. 13) (A), T. asperellum
(7Ta. 13) Control (B) and P. chlamydosporia (IMI SD 187) Control
(C) on the natural media Potato Dextrose Agar at 120 h, at 28+1°C

La inhibicion del crecimiento radial se evidencio
a partir de las 48 horas para ambos hongos, pero
con mayor efecto sobre la cepa IMI SD 187 de
P. chlamydosporia. Sin embargo, a los cinco dias la
inhibicion de crecimiento de un hongo respecto a la
del otro, mostrd valores similares, con mas de 40 % de
inhibicion. (Fig. 3)

60

B Cepa IMI SD 187
B CepaTal3

PICR de P. chlamydosporia y T.
asperellum (%)

24h 48h 120h

Tiempo de Incubacion (horas)

Fig. 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
(PICR) de P. chlamydosporia IMI SD 187)y T.
asperellum (Ta. 13) en Cultivo Dual / Percentage of radial
growth inhibition (PICR) of P. chlamydosporia (IMI SD
187) and T. asperellum (Ta. 13) in the dual culture

Las cepas P. chlamydosporia (IMI SD 187) y
T. asperellum (Ta.13) fueron capaces de crecer en Cul-
tivo Dual en el medio agarizado, sin producirse el con-
tacto directo entre ellas; es decir, cada una ocupd su
propio espacio (Fig. 2). Este efecto pudo estar relacio-
nado, fundamentalmente, a un mecanismo de antibio-
sis propio de ambas especies en interaccion. El hongo
biocontrolador 7. asperellum es capaz de inhibir el
crecimiento de otros hongos mediante mecanismos
de accion directa y entre estos la competencia (por
espacio y nutrientes), el micoparasitismo y la antibio-
sis (29). Esta accion de las especies de Trichoderma,
previo al contacto hifal con otros hongos, se debe a
la excrecion de metabolitos volatiles y no volatiles,
de diferentes grupos quimicos, que poseen actividad
fungistatica y antibidtica (33).

P chlamydosporia demostrd en experimentos in
vitro, que es capaz de inhibir el crecimiento de
otros hongos patdgenos radiculares como Fusarium
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oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder y Hansen
y Rhizoctonia solani (Kithn). Este hongo modificd
la tasa de crecimiento de varios hongos fitopatoge-
nos en medio de cultivo agarizado y se observd la
formacion de halos alrededor de la colonia del hon-
go nematdfago y la inhibicion del patégeno a distan-
cia (34). Estos resultados sugieren la sintesis y libe-
racion de algun compuesto por parte de P. chlamy-
dosporia, como indicaron Siddiqui y Shaukat (35),
quienes obtuvieron un extracto de P. chlamydosporia
en cultivo liquido, capaz de inhibir el crecimiento
in vitro de Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.,
F. oxysporum y Fusarium solani (Martius) Appel &
Wollenweber emend. Snyder & Hansen.

Aplicaciéon de KlamiC® [P, chlamydosporia (IMI SD
187)] y SevetriC® [T asperellum (Ta. 13)] en
vitroplantas de banano cultivar ‘FHIA-03’ (AABB)

Al concluir el periodo de aclimatizacion, a los 30
dias, las vitroplantas mostraron el mayor crecimien-
to en los tratamientos 2 (con P. chlamydosporia) y
4 (T asperellum), sin diferencias significativas con
el tratamiento 5 (Pchlamydosporia + T. asperellum)
y los tratamientos 3 y 11 (con dos aplicaciones de
P. chlamydosporia), pero con diferencias significati-
vas respecto al control y al resto de los tratamien-
tos. Mientras que, las plantas de los tratamientos 2
y 3 con P. chlamydosporia y del tratamiento 4 con
T. asperellum mostraron los mayores diametros del
pseudotallo, aunque sin diferencias significativas res-
pecto al tratamiento 1 (control), ni a al tratamiento 5
(P. chlamydosporia + T. asperellum) o a los tratamien-
tos 10, 11 y 12 (con P. chlamydosporia). (Tabla 2)

Al analizar el porcentaje de incremento de los trata-
mientos respecto al control, en relacion a estas dos va-
riables del crecimiento de las vitroplantas, se observo

que los tratamientos 2, 3 y 11 (con P. chlamydospo-
ria), el tratamiento 4 con T. asperellum y el tratamien-
to 5 (P. chlamydosporia + T. asperellum) lograron un
incremento entre 8,4 y 13,9 % en la altura de las
plantas. Mientras que, los tratamientos 2 y 3 (con
P. chlamydosporia) y 4 (con T. asperellum) lograron
un incremento en el diametro del pseudotallo entre 2,5
y 12 %, respecto al control. El resto de los tratamien-
tos no tuvo efecto de incremento sobre estas variables.
(Tabla 2)

El niimero de hojas activas estuvo entre 3,5 y
4,76 hojas. La media mayor del numero de hojas de
4,76 se obtuvo en el tratamiento 2 (con una aplica-
cion P. chlamydosporia), sin diferencias significativas
con los tratamientos 3 con 4,61 (P. chlamydosporia
2 aplicaciones) y 5 con 4,33 (P. chlamydosporia +
T. asperellum), pero si respecto al control y al resto de
los tratamientos.

En los parametros de masa fresca y seca, tanto
foliar como radical, de las vitroplantas de banano
‘FHIA-03’ donde se aplicaron los agentes biologicos,
los mejores valores se obtuvieron en los tratamientos
2y 3 (con P. chlamydosporia) y el tratamiento 4 (con
T. asperellum), aunque no se observaron diferencias
significativas respecto al control, solamente en la ma-
sa seca foliar en el tratamiento 3 (con 2 aplicaciones
de P. chlamydosporia). Con relacion al control, en
los tratamientos 2 y 3 con una y dos aplicaciones de
P. chlamydosporia, respectivamente, se observaron in-
crementos respecto al control, en la masa fresca foliar,
masa seca foliar y en la masa seca radical, con los ma-
yores porcentajes en el tratamiento 2 (una aplicacion).
Mientras que, en el tratamiento 4 con Trichoderma
(una aplicacion), se observo un incremento en la masa
seca radical. En el resto de los tratamientos no se
observo incremento. (Tabla 3)

Tabla 2. Medias y porcentaje de incremento de la longitud de la planta y el diametro del pseudotallo de
las vitroplantas de banano cv. ‘FHIA-03 (AABB) a los 30 dias en fase de aclimatizacion con P. chlamydosporia

y T. asperellum / Means and increment percentage of plant length and pseudo stem diameter of banana
vitroplants cv. ‘FHIA-03’ (AABB) in 30 days at acclimatization phase with P. chlamydosporia and T. asperellum

Tratamientos Longitud de la planta Didametro del pseudotallo
Media (cm) = ES Incremento(%)£ES Media (mm) £ ES Incremento (%) = ES

1 3,98+ 0,12 5,14% £ 0,21
2 4,48+ 0,15 12,66+ 3,73 5,600+ 0,14 8,95+ 2,81
3 4,41+ 0,17 10,88+ 4,30 5,76*+ 0,23 12,08+ 4,49
4 4,532 +£0,14 13,90+ 3,57 5,27+ 0,21 2,46+ 1,41
5 4,380 +0,27 10,05+ 6,74 5,10 + 0,33 -
6 3,38°+0,13 - 4,47+ 0,24 -
7 3,85+ 0,20 - 4,21¢+0,27 -
8 3,984+ 0,15 - 4,18°+0,19 -
9 3,38+0,0,11 - 4,05°+ 0,26 -
10 3,934+ 0,13 - 5,05+ 0,31 -
11 4,26+ 0,19 8,40+ 4,66 5,100 +0,18 -
12 3,68% + 3,68 - 5,11+ 0,22 -

ES error estandar. Medias con superindice diferente, en una misma columna, son significativamente diferentes (p<0,05)
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Tabla 3. Medias y porcentaje de incremento de los parametros del crecimiento de las vitroplantas de banano cv. ‘FHIA-03’

(AABB) a los 30 dias en fase de aclimatizacion con P. chlamydosporia y T. asperellum / Means and increment percentage of growth
parameters of banana vitroplants cv. ‘FHIA-03’ (AABB) in 30 days at acclimatization phase with P. chlamydosporia and T. asperellum

Masa fresca foliar

Masa seca foliar

Masa fresca de la raiz Masa seca de la raiz

Tratamientos Incremento (%) Incremento (%) Incremen-
Media (g) + ES Media (g) + ES Media (g) + ES Media (g) + ES
+ES +ES to (%)£ES
1 1,312+ 0,11 0,08+ 0,01 0,86+ 0,06 0,064 + 0,00
2 1,628+ 0,17 23,66 + 12,61 0,12+ 0,01 55,90 + 16,25 0,672 + 0,07 0,08*+ 0,01 33,33+£5,39
3 1,46+ 0,16 11,18 £ 10,01 0,10*+0,01 30,54 + 16,72 0,79+ 0,11 0,07+ 0,01 16,70 + 6,20
4 1,272+ 0,12 - 0,074+ 0,01 - 0,624+ 0,12 0,07+ 0,01 16,70 7,97
5 1,03+ 0,12 - 0,06+ 0,01 - 0,612 + 0,11 0,064+ 0,01 -
6 0,71¢£ 0,11 - 0,06+ 0,01 - 0,384+ 0,08 0,04%+ 0,01 -
7 0,76% + 0,14 - 0,049+ 0,01 - 0,42¢4+ 0,09 0,04%+ 0,01 -
8 0,70° + 0,08 - 0,054+ 0,01 - 0,339+ 0,09 0,04%+ 0,01 -
9 0,77% + 0,11 - 0,044+ 0,01 - 0,36+ 0,09 0,03¢ + 0,00 -
10 0,944 + 0,12 - 0,06+ 0,01 - 0,544 + 0,08 0,064+ 0,01 -
11 1,15%+0,12 - 0,044+ 0,01 - 0,624 + 0,09 0,02¢+0,01 -
12 0,92¢d + 0,11 - 0,06+ 0,01 - 0,594 + 0,09 0,05+ 0,01 -

ES error estandar. Medias con superindice diferente, en una misma columna, son significativamente diferentes (p<0,05)

La colonizacion de P. chlamydosporia, al concluir
el periodo de aclimatizacion a los 30 dias, estuvo en-
tre 1,43 - 6,84 x 10* UFC.g"! de sustrato. La mayor
colonizacion de P. chlamydosporia en el sustrato se
obtuvo en el tratamiento 5 (con una aplicacion de P,
clamydosporia + T. asperellum) sin diferencias signifi-
cativas con el tratamiento 9 (tres aplicaciones de P,
clamydosporia + T. asperellum) y los tratamientos 11
y 12 (con dos y tres aplicaciones de P. chlamydospo-
ria, respectivamente). La colonizacion total del hongo
en las raices de las vitroplantas de banano ‘FHIA- 03’
(AABB) estuvo entre 1,17 - 1,88 x 10* UFC.g"! de
raiz, sin diferencias significativas entre tratamientos;
mientras que, el porcentaje de colonizacion endofitica
estuvo entre 4,17 y 51,39%, los mayores valores se
obtuvieron en los tratamientos 7 y 8 (con P. chlamy-
dosporia + T. asperellum), con diferencias significati-
vas respecto a los tratamientos 2 (con P. chlamydos-
poria) y 6 (P. chlamydosporia + T. asperellum) que
fueron los mas bajos. (Fig. 4)
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Fig. 4. Colonizacion de P chlamydosporia en el suelo y las raices
de vitroplantas de banano ‘FHIA-03’ (AABB) a los 30 dias en
fase de aclimatizacién/ Colonization of soil and vitroplant roots
of banana ‘FHIA-03” (AABB) by P chlamydosporia in 30 days
at the acclimatization phase. (sd: sin determinar/datos perdidos)

La estimulacion del crecimiento de las vitroplantas
de banano ‘FHIA-03’ observada en algunos tratamien-
tos, donde se inoculd uno o ambos hongos, demuestra
las potencialidades de estas cepas para estimular el
crecimiento vegetal y la compatibilidad entre ellas.
En general, la respuesta de los tratamientos evaluados
en la estimulacion del crecimiento de las vitroplantas
‘FHIA-03’ indica un efecto del momento de aplica-
cion y la forma de aplicacion de estos hongos. Por otra
parte, pudiera ser necesario un tiempo para el recono-
cimiento de estos hongos en las raices por parte de la
planta, para lograr el efecto deseado en la estimulacion
del crecimiento.

La inmersion de raices parece no ser un método
adecuado de aplicacion de P. chlamydosporia para
obtener un mejor efecto sobre el crecimiento de las
vitroplantas; en general, los mejores tratamientos fue-
ron cuando se aplico al cuello de la planta una apli-
cacion (3 DDT) o dos aplicaciones (3 y 20 DDT),
como sugirieron Hernandez et al. (22). Por otra parte,
este método de inmersion de raices con 1. asperellum
resultd adecuado tanto cuando se aplicoé de forma in-
dependiente o combinada con P. chlamydosporia. Esta
forma de aplicacién podria asegurar una proteccion
temprana de las vitroplantas frente a hongos fitopato-
genos. Otros estudios indican que la inoculacion de
estos hongos directamente al sustrato pudiera resultar
en una adecuada colonizacion (6).

Los resultados coinciden con los obtenidos por Cas-
sambai et al. (36), quienes comprobaron que, al inocu-
lar vitroplantas del cultivar ‘Gran Enano’ con hongos
endofiticos, hubo un incremento significativo en la
altura de las plantas, respecto a las plantas no inocu-
ladas. Esta estimulacion del crecimiento puede estar
relacionada con la capacidad de P. chlamydosporia y
T. asperellum para liberar de fitohormonas o metabo-
litos estimuladores de crecimiento de la planta o la

captacion de nutrientes (11, 19, 20).
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El efecto de promocion de crecimiento, en cuanto a
la longitud de la planta y el diametro del pseudotallo
encontrado en la presente investigacion, coincide con
Barrios (37) quien, al analizar la promocién de cre-
cimiento de vitroplantas de platano, encontro diferen-
cias significativas a favor de los hongos endofiticos,
con valores mayores al testigo en altura y diametro
del pseudotallo. De igual forma, Meneses et al. (38)
demostraron que ocho semanas después de proteger
plantas de banano con hongos endofiticos, estas pre-
sentaron diferencias altamente significativas en pro-
mocion de crecimiento comparadas con el testigo.

Los resultados respecto al nimero de hojas activas
coinciden con Caballero (39), quien comprobd que
varias cepas endofiticas del género Trichoderma spp.,
aumentaron el nimero de hojas de vitroplantas de ba-
nano en el cultivar ‘Gros Michel’ (AAA) con diferen-
cias significativas sobre el control absoluto.

Los resultados obtenidos en incremento de la masa
foliar concuerdan con estudios de Hernandez et al.
(22) y Mingot-Ureta et al. (40) donde vitroplantas de
platanos y bananos inoculadas con la cepa IMI SD
187 (=Pcat) mostraron incrementos de la masa radical
y foliar, al igual que con otras cepas de P. chlamydos-
poria. Asimismo, aislados del género Trichoderma,
incrementaron la masa de las raices y del area foliar
(5).

La colonizacion de P. chlamydosporia IMI SD 187
en la rizosfera de las plantas de banano ‘FHIA-03’,
junto con 7. asperellum, indican que esta cepa es una
buena competidora en la rizosfera y una buena coloni-
zadora en plantas monocotiledoneas (21). La habilidad
de colonizacion endofitica que posee P. chlamydospo-
ria puede conferirle una via de escape frente a situa-
ciones de estrés bidtico o abidtico presentes en su
habitat natural (41).

Los resultados sugieren que la respuesta de estimu-
lacion del crecimiento de las plantas no estuvo relacio-
nada con una mayor colonizacién de P. chlamydospo-
ria en el suelo o las raices y que bajos porcentajes
de colonizacion endofitica fueron suficientes para ob-
tener una respuesta positiva en la estimulacion del
crecimiento vegetal, como se observo en todos los
resultados donde el tratamiento 2 con una sola apli-
cacion de P. chlamydosporia (3 DDT). Estos resulta-
dos coinciden con los de Ceiro (41) quien, con meno-
res niveles de colonizacion al interior de la raiz en
pimiento, alcanzé la mayor estimulacion de la masa
fresca radical y constaté un mayor desarrollo vegetal
donde se inoculd el hongo nematofago con respecto al
tratamiento control.

La aplicacion de una segunda dosis de KlamiC®,
20 DDT (tratamiento 3), también produjo resultados
favorables en las variables de crecimiento de las vitro-
plantas. Repetidas inoculaciones de P. chlamydosporia
pudieran garantizar un incremento de la colonizacién
del hongo en las raices (40) y, ademds, contribuye
a asegurar el inoculo que garantice la proteccion tem-
prana frente a nematodos previo a la siembra en cam-

po (6).

Resultados obtenidos por Xue ef al. (42) evidencia-
ron que la manipulacion del microbioma de la rizos-
fera de banano puede controlar al hongo Fusarium
oxysporum f.sp. cubense raza 4; de forma tal, que P,
chlamydosporia y T. asperellum como endoéfitos facul-
tativos, pudieran ser interesantes agentes de control
biologico para este agente fitopatdgeno.

En general, los resultados evidencian que la cepa
IMI SD 187 de P. chlamydosporia y la cepa Ta. 13
de T. asperellum son compatibles, como demostraron
Puertas et al. (43). Estas cepas pudieran ocupar su
espacio en la rizosfera en un mismo nicho ecolégico,
como ocurrié en las condiciones in vitro. P. chlamy-
dosporia colonizo el sistema radical y la rizosfera
de vitroplantas de banano cuando se aplico de forma
independiente y en combinacion con 1. asperellum
y ambos hongos promovieron el crecimiento de las
vitroplantas. Estos resultados indican que P. chlamy-
dosporia y T. asperellum son buenos candidatos para
estrategias de biomanejo en banano.

Es necesario continuar los estudios in vitro e in vivo
sobre la interaccion de ambos hongos como agentes
de control bioldgico endofitos en platanos y bananos,
en aspectos relacionados con diferentes formas y dosis
de aplicacion, para lograr un mejor establecimiento
en la rizosfera y la promocion del crecimiento de las
plantas, asi como el efecto sobre poblaciones de nema-
todos fitoparasitos o fitopatdogenos y sobre la salud
radical en general en estos cultivos.
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