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Resumen

El crecimiento longitudinal de tallos y raices fue investigado en plantulas de tomate (Solanum lycopersicum L), luego
de la aplicacion de cuatro aislamientos de Trichoderma asperellum: T25, T46, T84 y T109. Sélo la aplicacién del aisla-
miento T109 causé un incremento significativo (p < 0,05) del crecimiento longitudinal de tallos y raices. El peso seco
de las plantulas también fue estimulado desde la primera semana luego de la aplicacion de T109. El crecimiento fue
estimulado significativamente (p < 0,05) por la aplicaciéon de 10° y 10° conidias/ml, pero no lo fue por la aplicacion
de 10%, 107 y 10® conidias/ml. Estos resultados indican que el estimulo del crecimiento producido por T. asperellum en
plantulas de tomate, s6lo ocurre con aislamientos particulares y un rangos de concentracion especificos.

Palabras claves: Trichoderma asperellum, Estimulo del crecimiento, Plantulas de tomate, Aislamientos de Trichoderma,
Rango de concentraciones.

Abstract

Longitudinal growth of shoot and roots was investigated in tomato seedlings (Solanum lycopersicum L) after application
of four isolates of T. asperellum (T25, T46, T84 y T109). Only the isolate T109 caused a significant (p < 0.05) increase of
longitudinal growth of roots and shoots, and dry weight of seedlings was also stimulated from the first week after T109
application. The growth was significantly (p < 0.05) stimulated by 10° and 10° conidia/ml, but it was not by 104, 10”7 and
10® conidia/ml. These results indicate that growth stimulus caused by T. asperellum in tomato seedlings, occurs only with
specific isolates and at a specific concentration ranges.
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Introduccién

El género Trichoderma esta conformado por hongos
de vida libre presentes en casi todas las regiones del
planeta (Schuster y Schmoll, 2010) y en una gran varie-
dad de ecosistemas (Woo et al., 2006). Este género esta
relacionado con el estimulo del crecimiento vegetal y
la resistencia de las plantas a enfermedades infecciosas
(Harman et al,, 2004a). Asi, productos comerciales a
base de hongos del género Trichoderma redujeron la
replicacion del protozoo Spongospora subterranea en
plantulas de tomate y compensaron la reduccién del
crecimiento causada por la infeccion (Nielsen y Larsen,
2004). S. subterranea replica en Solandaceas como toma-
te y papa, en la cual causa la enfermedad sarna polvosa
que reduce el tamano de las plantas y la produccién de
tubérculos (Gilchrist et al., 2011). El presente trabajo es
parte de un proyecto de investigacion sobre los efectos
del género Trichoderma en la sarna polvosa.

La filogenia y la capacidad de estimular el crecimiento
del frijol Phaseolus vulgaris fue investigada en mas de
100 aislamientos del género Trichoderma de Colom-
bia y otros paises de la region andina tropical (Hoyos-
Carvajal et al., 2009a; Hoyos -Carvajal et al., 2009b).
En estos trabajos, se pudo observar que dentro de una
misma especie hay aislamientos que pueden estimular
el crecimiento del frijol y otros que no. El objetivo del
presente trabajo es evaluar diferentes aislamientos de
una misma especie, Trichoderma asperellum, en plantu-
las de tomate Solanum lycopersicum L. Las plantulas de
tomate son un modelo experimental para evidenciar
los efectos de T. asperellum sobre el crecimiento ve-
getal desde hace varias décadas (Lindsey et al., 1967),
Ademas, S. subterranea puede replicar en plantulas de
tomate, donde fue sensible a los efectos de hongos del
género Trichoderma (Nielsen y Larsen, 2004).

De los aislamientos analizados en Hoyos-Carvajal et
al. (2009b), se seleccionaron cuatro pertenecientes a
la especie T. asperellum: T25, T46, T84 y T109. En el
frijol, T25 y T46 estimularon el crecimiento de las plan-
tulas, T109 causé una leve inhibicion y T84 no tuvo
ningln efecto (Hoyos-Carvajal et al,, 2009b). Ademas,
los aislamientos T84 y T109 redujeron la replicacién
de S. spongospora en papa sembrada en macetas y
estimularon el crecimiento de las plantas infectadas
(Hoyos-Carvajal et al., 2008). Sin embargo, en campo
los aislamientos T25, T46, T84 y T109 no redujeron
los efectos de la sarna polvosa de la papa (Gilchrist
et al., 2009). En algunos aislamientos del género Tri-
choderma se pudo observar que los efectos sobre el
crecimiento solo ocurren en un especifico rango de
concentraciones de inéculo fungico (Ousley et al.,
1994a). En el presente trabajo, para descartar una

posible falta de efecto debido a la concentracion de
conidias aplicada, el resultado sobre el crecimiento de
las plantulas se evaluara en un amplio rango de con-
centraciones de inéculo.

Materiales y métodos

Preparacion de las suspensiones de T. asperellum

Los aislamientos T25, T46, T84 y T109 provienen de
la coleccién de microorganismos de la Unidad de Bio-
tecnologia y Control Biol6gico de la Corporacién para
Investigaciones Bioldgicas - CIB (Medellin, Colombia)
fueron clasificados como Trichoderma asperellum por
Hoyos-Carvajal et al. (2009). En el presente trabajo
se prepararon suspensiones de cada uno de los ais-
lamientos partiendo de cultivos realizados en botellas
de vidrio conteniendo una mezcla de 20 g arroz coci-
do, 25 ml de agua destilada estéril, 2 g de glucosay 2
ml de una solucién de acido lactico al 3 % v/v. Luego
de esterilizadas, las botellas se sembraron e incubaron
bajo condiciones de asepsia a temperatura ambiente.
Luego de 8 dias se removieron las conidias con agua
de red estéril y se realizaron diluciones hasta alcanzar
las concentraciones requeridas. Se utilizé agua de red
porque tiene solutos en un rango constante, los solu-
tos permiten evitar un choque hipoténico como el que
podria provocar el agua destilada que carece de solu-
tos. La concentracion y viabilidad de las conidias en las
suspensiones se determinaron sembrando diluciones
de las suspensiones en agar papa dextrosa (Oxoid ™,
Thermo Fisher Scientific Inc.).

Cultivo de las pldntulas de tomate

Las suspensiones de los aislamientos se aplicaron a
plantulas embrionarias de tomate crecidas en forma
individual en almacigos plasticos con 2 cm?® de sustra-
to organico Lombricompuesto™ (Jardines Sierra). Se
consideré como plantula embrionaria, la plantula con
sus hojas cotiledonares totalmente desplegadas, esta-
dio principal 10 (Meier, 2001). Las plantulas se origi-
naron a partir de semillas de Solanum lycopersicum L
variedad Chonto Santa Cruz (Fercon S.A.). Las semillas
sembradas fueron dispuestas bajo luz controlada en
un ciclo de 12h luz/12h oscuridad, a una temperatura
de 20 = 1°C y con un régimen de riego de 3 ml de
agua por plantula 3 veces por semana. No se utilizaron
pesticidas, ni fertilizantes.

Disefio experimental

El incremento longitudinal de las plantulas se comparé
durante un periodo de 28 dias luego de la aplicacion
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de los aislamientos de T asperellum (Tratamientos: con-
trol, T25, T46, T84 y T109). La longitud de las raices de
las plantulas se comparé luego de 21 dias de la aplica-
cion de los aislamientos de T. asperellum (T46 y T109)
y de la auxina sintética acido naftalenacético (ANA).
Se escogieron T109 y T46 porque tuvieron efecto con-
trario sobre el crecimiento longitudinal de las plantulas
(figura 1). Para las pruebas de ANA, se aplicaron 0,41
ml por plantula del producto Hormonagro™ (Colina-
gro). La concentracion aplicada cumple con las especi-
ficaciones del producto, 0,516 mg/m? a partir de una
concentracion de 25,3 mg/L. En este experimento, los
tratamientos fueron T46, T109 y ANA. La longitud y el
peso seco de plantulas, fueron determinados cada 7
dias durante 21 dias, luego de la aplicacién del aisla-
miento. Los tratamientos fueron la aplicacion de T109
(niveles: control y T109) y el tiempo (niveles: 0, 7, 14
y 21 dias). Dada la limitacion de los almacigos donde
se sembraron las semillas, largos periodos de cultivo
de las plantulas pueden causar una subestimacion del
estimulo del crecimiento. Por esa razén, se acorto el
tiempo de cultivo a medida que los experimentos re-
velaron un estimulo temprano del crecimiento (figura
3). En estos experimentos, las suspensiones aplicadas
tuvieron una concentracion de 10° conidias/ml. El in-
cremento longitudinal de las plantulas fue comparado
luego de 8 dias posteriores de la aplicacion de suspen-
siones de concentraciones crecientes de conidias de
T109 (niveles: 0, 107, 10°, 10° 107 y 10® conidias/ml.)
En todos los experimentos, se dispuso 10 plantulas em-

brionarias por tratamiento o nivel de tratamiento y se
realizé una unica aplicacion de 10 ml de la suspension
correspondiente o 10 ml de agua de red estéril como
control cada plantula.

La longitud del tallo y la raiz se midi6 desde el cuello
hasta el extremo apical del dltimo foliolo y desde el
cuello hasta el extremo de la raiz principal, respectiva-
mente. Estas mediciones se realizaron inmediatamente
retiradas las plantas del sustrato, para evitar reduccio-
nes por deshidratacion. El peso seco se determind se-
cando las plantulas a 75°C durante 48h, y pesandolas
en grupos de 10 para calcular el promedio individual.

Andlisis estadistico

Las medias registradas para los diferentes tratamientos,
o niveles de tratamiento, se compararon utilizando un
analisis de varianza de una via seguido del ensayo de
Dunnett. Los datos del experimento de los efectos de
T109 a lo largo del tiempo se analizaron utilizando un
andlisis de varianza de dos vias. No se utilizé el ensa-
yo de medidas repetidas porque las plantulas fueron
cosechadas cada 7 dias para determinar el peso seco.
Los supuestos de normalidad y homogeneidad de va-
rianzas se evaluaron mediante los ensayos de Kolmo-
gorov-Smirnov y Levene, respectivamente. En caso de
no cumplir estos supuestos, la transformacion de Box-
Cox fue aplicada. Los ensayos realizados se analizaron
utilizando el software para estadistica de uso y codigo
libre “R”, version 2.11.1.
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Figura 1. Incremento (%) de crecimiento de pldntulas de tomate luego de 28 dias posteriores de la aplicacién de los aislamientos
de T asperellum. La altura de las barras indica el valor promedio y las barras de error indican intervalos de confianza de 95%. ***

indican diferencias significativas (p < 0,001) respecto del control.
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Resultados

De los aislamientos investigados, solo T109 causé un
incremento significativo (p < 0,001) del crecimiento
longitudinal de las plantulas (figura 1). Desde la apli-
cacion, las plantulas con T109 crecieron un 91% en
promedio, mientras que las plantulas control crecie-
ron solo un 53%. Las plantulas con T84 crecieron un
75% en promedio, pero este crecimiento no fue sig-
nificativamente diferente (p < 0,05) al de las plantulas
control. Los aislamientos T25 y T46 causaron una leve
inhibicion del crecimiento, porque las plantulas solo
crecieron un 39 y un 44%, respectivamente. Pero esta
inhibicién tampoco fue significativa (p < 0,05) con res-
pecto al 53% de crecimiento de las plantulas control
(figura 1).

Las raices de las plantas con T109, crecieron longitudi-
nalmente hasta alcanzar en promedio 4,3 cm luego de
21 dias de la aplicacion (figura 2). En el mismo lapso
de tiempo, las raices de las plantas control crecieron
hasta alcanzar en promedio 2,5 cm de largo (figura 2).
Esta diferencia muestra que T109 causé un incremen-
to significativo (p < 0,001) en el crecimiento longitu-
dinal de las raices. Las raices de las plantulas con la
auxina sintética acido naftalenacético (ANA) y con T46
crecieron hasta alcanzar en promedio 2,8 y 2,9 cm de
largo, respectivamente (figura 2). Estas raices fueron
mas largas que las raices de las plantas control, pero la
diferencia no fue significativa (p < 0,05).

El registro del incremento longitudinal de los tallos en
el tiempo, permitié constatar que el efecto de T109
estuvo presente desde por lo menos la primera sema-

Longitud de la raiz (cm)

na luego de la aplicacion hasta el final del experimen-
to, tres semanas luego de la aplicacion (figura 3A). Una
situacion similar surge cuando se analiza el incremen-
to del peso seco en el tiempo (figura 3B). T109 estimu-
[6 no sélo el crecimiento longitudinal de las plantulas,
sino también su peso seco.

El crecimiento de las plantulas de tomate respondié a
la variacion de la concentracion de T109 a los 8 dias
luego de la aplicacion (figura 4). Las plantulas control
(a las que se les aplicé O conidias/ml), crecieron un
14% vy las plantulas a las que se les aplicaron 10* coni-
dias/ml crecieron un 25%. Las plantulas a las que se les
aplicaron 10° y 10° conidias/ml crecieron un 40%. Las
plantulas a las que se les aplicaron 107 y 108 conidias/
ml solo crecieron un 25 y un 16%, respectivamente.
El crecimiento porcentual de las plantulas control sélo
fue significativamente menor (p < 0,05) al crecimiento
de las plantulas a las que se les aplicaron 10° y 10°
conidias/ml (figura 4).

Discusién

Importancia de los aislamientos en el estimulo
del crecimiento vegetal

De los cuatro aislamientos ensayados, solamente los
aislamientos T84 y T109 causaron un incremento del
crecimiento mayor al registrado en las plantulas con-
trol. Ademas, el incremento causado por T109 fue sig-
nificativo (p < 0,001) con respecto al control. Trabajos
previos muestran que la capacidad de estimular el cre-
cimiento vegetal esta presente en mas de una especie

*kk

0 T T

Control ANA

T46 T109

Figura 2. Longitud de las raices de las pldntulas de tomate luego de 21 dias de la aplicacién de suspensiones de T46, T109 y de la
auxina sintética 4dcido naftalenacético (ANA). La altura de las barras indica el valor promedio y las barras de error indican inter-
valos de confianza de 95%. *** indican diferencias significativas (p < 0,001) respecto del control.
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Figura 3. Incremento de la longitud (A) y el peso seco (B) de las plantulas en el tiempo. Los circulos oscuros indican el crecimiento
promedio de las plantulas control y los circulos claros indican el crecimiento promedio de las pldntulas a las que se les aplicé
T109. Las barras de error indican intervalos de confianza de 95%. * indica diferencias significativas (p < 0,05) respecto del control.

del género Trichoderma (Ousley et al., 1993, 1994b;
Rabeendran et al., 2000). Los resultados del presen-
te trabajo indican que dentro de una misma especie,
como es T. asperellum, hay aislamientos que pueden
estimular las plantulas de tomate y otros que no. Lo
mismo se observo en los aislamientos que estimula-
ron el crecimiento de las plantulas de frijol, los cuales
pertenecian a varias especies (Hoyos -Carvajal et al,

2009b). Esto sugiere que la capacidad de estimular el
crecimiento vegetal depende de aislamientos y no de
especies.

Los aislamientos pueden tener diferentes propiedades
con las que estimular el crecimiento vegetal. Todos los
aislamientos investigados en el presente trabajo fue-
ron previamente caracterizados por su capacidad de
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Figura 4. Incremento (%) del crecimiento de plantulas de tomate luego de 8 dias posteriores de la aplicacién de suspensiones de
concentraciones crecientes del aislamiento T109. La altura de las barras indica el valor promedio y las barras de error indican
intervalos de confianza de 95%. * indica diferencias significativas (p < 0,05) respecto del control.

solubilizar fosfato mediante la reducciéon de pH por
produccion de acidez (Hoyos-Carvajal et al.,, 2009b).
Ademas, en los aislamientos T109 y T84, se detecto la
capacidad de producir quelantes de hierro y auxinas
(Hoyos-Carvajal et al., 2009b). Como en el presente
trabajo, T109 y T84 estimularon el crecimiento de las
plantulas de tomate (figura 1), se puede plantear la
hipétesis de que el crecimiento de plantulas control
estuvo limitado por la falta de hierro o auxinas. Sin
embargo, la aplicacion de la auxina sintética acido naf-
talenacético (ANA) no incrementd la longitud de las
raices como lo hizo T109. Ademas, la aplicacion de
auxinas inhibié la elongacion de las raices de plantulas
de tomate (Tyburski et al., 2008). Esto indica que la ca-
pacidad de T109 de producir auxinas debe ser descar-
tada para explicar sus efectos en el presente trabajo.
Sin embargo, no se puede descartar la influencia de
la capacidad de T109 de producir quelantes de hierro
en el crecimiento de las plantulas de tomate. El aisla-
miento T-203 de T. harzianum estimul6 el crecimien-
to longitudinal de plantas de pepino suministrando
micronutrientes como hierro, el estimulo ocurrié des-
de la primera semana de la aplicacion (Yedidia et al.,
2001). En el presente trabajo, T109 también estimulo
el crecimiento longitudinal desde la primera semana
luego de la aplicacion. La hipotesis de la influencia de
los quelantes de hierro debe ser investigada en futuros
trabajos.

El aislamiento T109 fue efectivo para estimular el cre-
cimiento de plantulas de tomate, pero causé una leve
inhibicion en plantulas de frijol en un trabajo previo
(Hoyos-Carvajal et al,, 2009b). Contrariamente, los
aislamientos T25 y T46 estimularon el crecimiento del
frijol (Hoyos-Carvajal et al., 2009b), pero no estimula-

ron el crecimiento de las plantulas de tomate. Ademas,
T46 estimuld el crecimiento longitudinal de las raices
en frijol (Hoyos-Carvajal et al., 2009b), pero no en las
plantulas de tomate. Los efectos de los aislamientos
del género Trichoderma sobre el crecimiento parecen
no ocurrir en todas las especies vegetales, e incluso
pueden variar entre cepas de una misma especie. El
aislamiento T-22 de la especie Trichoderma aspere-
llum estimul6 el crecimiento de una variedad de maiz,
pero no de otras (Harman et al. 2004b). En tomate,
se establecié que el genotipo de la planta puede mo-
dular los efectos de los aislamientos aplicados (Tucci
et al., 2011). Esto sugiere que el aislamiento aplicado
debe compensar la falta de nutrientes o metabolitos
que limitan el crecimiento, y estas limitaciones pueden
depender del fenotipo de la planta pero también del
ambiente en que se encuentra la misma.

Importancia del rango de concentracion
de conidias aplicado

El estimulo del crecimiento también depende del ran-
go concentraciones de conidias aplicado. En el pre-
sente trabajo, la aplicacién de 10° y 10° conidias/ml
del aislamiento T109 incrementé significativamente el
crecimiento (p < 0.05), pero este incremento no ocu-
rri6é cuando se aplicaron 104, 107 y 10® conidias/ml. El
crecimiento se incrementd en un rango especifico de
concentraciones de conidias. En forma similar, lo re-
portado en Ousley et al. (1993) coincide con lo repor-
tado en el presente trabajo, en donde el aislamiento
WT estimul6 el crecimiento de la lechuga Latuca sativa
L. cuando se lo cultivd durante 24 dias, pero no esti-
mulé el crecimiento cuando se lo cultivd 6 6 48 dias.
Con el tiempo, dias de cultivo, aumenta la concentra-
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cion del hongo. El estimulo de crecimiento puede res-
tringirse por una baja concentracién de conidias, pero
también por un exceso en la concentracion de ellas.

La ausencia de estimulo por una baja concentracion
de conidias puede explicarse porque la cantidad de
conidias aplicadas no es suficiente para compensar las
necesidades que limitan el crecimiento de la planta.
Por el contrario, la ausencia de estimulo por exceso se
puede explicar debido a una competencia por recur-
sos entre la planta y el hongo. También el estimulo del
crecimiento puede inhibirse por un exceso del meta-
bolito o nutriente que el hongo suministra a la planta.
Aislamientos de Trichoderma virens productores de
auxinas inhibieron el crecimiento lateral de las raices
de plantulas de Arabidopsis thaliana, pero aislamientos
productores de menores concentraciones de auxina
fueron capaces de estimularlo (Contreras-Cornejo et
al.,, 2009). El estimulo del crecimiento de las raices de
A. thaliana respondi6é a un rango de concentraciones
como lo hizo el tomate en el presente trabajo. Una
explicacion para esta observacion seria el efecto de
la concentracion del hongo aplicado en la composi-
cion proteica de las plantas. Las proteinas presentes
en las hojas embrionarias del pepino variaron con la
concentracion aplicada del aislamiento T34 de T. as-
perellum (Segarra et al., 2007). Cuando se aplicaron
bajas concentracion del aislamiento, las proteinas en-
contradas fueron diferentes a las encontradas cuando
no se aplicé o cuando se aplicaron altas concentracio-
nes del aislamiento (Segarra et al., 2007). Esto indica
claramente que el efecto de los asilamientos aplicados
esta influenciado por el rango de concentracion de los
mismos.

Conclusién

El estimulo del crecimiento causado por T. asperellum
en plantulas de tomate, sélo ocurre con aislamientos
y rangos de concentracion de conidias especificos. La
complementariedad que el hongo debe tener con la
planta para compensar las necesidades que limitan
su crecimiento, parece estar influenciada cualitativa y
cuantitativa por el aislamiento y el rango de concentra-
cion aplicados, respectivamente.
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