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Resumen

En Venezuela, el tomate representa una de las principales hortalizas cultivadas. Los rendimientos son
afectados en gran parte por la incidencia de enfermedades causadas por hongos del suelo. El uso de
agroquimicos comerciales tiene efectos adversos sobre el ambiente, los animales, las plantas, el hombre y el
agua. Asi, el empleo de cepas de Trichoderma spp. (hongo antagonista), es una alternativa dentro del
biocontrol. Debido a la importante necesidad de disminuir la incidencia de patdgenos del tomate en campo, se
plante6 determinar en condiciones de vivero el efecto de Trichoderma spp. y evaluar su efecto antagénico
sobre el crecimiento de las plantas de tomate. Se realizé probando una formulacién granulada contrastada
con una liquida, en condiciones de vivero. Para todos los ensayos se utilizaron semillas comerciales de S.
lycopersicum cv. Rio Grande. Asimismo se utilizaron cepas de Trichoderma spp, especificamente T. virens
(TV118), T. asperellum (TV190), y T. harzianum (TV200). Con base en los resultados obtenidos, se escoge la
formulacion de granulos con sales y 10’ esporas/g, para los subsiguientes ensayos, por ser el tratamiento que
mejor desemperfio tuvo en las condiciones utilizadas. No se encontraron diferencias significativas entre los
ocho tratamientos, sin embargo, se observé que con la aplicaciéon de las formulaciones liquidas de las tres
cepas estudiadas, hubo plantas con mayor longitud, al compararlas con las plantas bajo efecto de las
formulaciones granulares de las tres cepas. Para la biomasa seca aérea y radical encontramos resultados que
parecen sugerir que la formulacion granular, afecta negativamente el crecimiento de las plantulas. Los
resultados del estado de las plantulas sometidas a estrés hidrico en presencia de formulaciones de
Trichoderma spp. sefialan que los tratamientos con formulaciones granuladas mostraron una mayor tolerancia
al déficit hidrico. Al evaluar la estabilidad del almacenamiento de la formulacién granulada, de forma general,
a mayor tiempo en almacenamiento se va perdiendo la viabilidad de las esporas. A un mes de
almacenamiento la disminucion es minima (= 11% en todos los tratamientos), mientras que a los 6 meses la
viabilidad baja drasticamente (= 24%) siendo mayor en nevera y 40 °C que a temperatura ambiente. Las
cepas de Trichoderma utilizadas, lograron aumentar el crecimiento de las plantulas de tomate, observandose

mejor en las formulaciones liquidas.

Palabras claves: Trichoderma, Formulacién granulada, Solanum lycopersicum, Déficit hidrico, Biocontrol.
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l. INTRODUCCION

En Venezuela, el tomate representa una de las principales hortalizas
cultivadas, alcanzando para el afio 2010 una produccién de 225.340 toneladas
(GUEDEZ et al. 2012). La produccion de tomate se ve afectada por varios
factores, entre los cuales estan los patégenos habitantes del suelo que atacan al
cultivo, generando pérdidas importantes. Las técnicas convencionales utilizadas
en el control de plagas y enfermedades son los agroquimicos, los cuales han
ocasionado problemas desde el punto de vista econémico, ecoldgico y social, por
los niveles de contaminacion y afectacién de la salud humana y animal que
producen. Por esta razén, es necesario buscar métodos de control que sea mas

compatibles con el ambiente que los agroquimicos (SANTANDER et al., 2003).

Asi, el biocontrol de plagas se ha convertido en una herramienta util, por
las ventajas asociadas a este tipo de agente, como la disminucién de organismos
resistentes a controles quimicos, aumento de la calidad del producto y la
prevencion de la pérdida total de la planta.. Dentro de los organismos utilizados en
biocontrol, los hongos del género Trichoderma spp. se han reportado como un
excelente agente de control biolégico de hongos fitopatdbgenos en cultivos
agricolas, entre estos, el tomate. Ademas se ha reportado que la aplicacion de
Trichoderma estimula el crecimiento de algunas plantas, incrementa el nimero de
flores y el peso total, actuando como un bioestimulante del crecimiento (SOTO et
al. 2002). La aplicacion de estos agentes de biocontrol, esta altamente
influenciada por las condiciones ambientales, situacion que puede ser solucionada
en parte, a través de formulaciones apropiadas, que aumenten el tiempo de vida
del in6culo del agente de biocontrol en campo (PAVONE y DORTA, 2009).

De esta forma, el presente estudio propone el uso de una formulacion
granular de distintas cepas de Trichoderma spp. para la estimulacion del
crecimiento de plantas de tomate, ademas de verificar la tolerancia de las plantas
a periodos de sequia moderados. Tales efectos seran contrastados con una

formulacion liquida de las mismas cepas.



I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) representa uno de los
principales cultivos a escala nacional, debido a la importancia que tiene para el
consumo fresco, asi como para su utilizacion en la agroindustria. Sin embargo, los
rendimientos son afectados en gran parte por la incidencia de enfermedades
causadas por hongos del suelo. En ataques graves de fitopatdgenos, gran parte
de la superficie foliar queda inutilizada para realizar la fotosintesis, lo que se
traduce en un descenso en el rendimiento y en la calidad del fruto (DEWIT et al.,
2002).

Los agroquimicos convencionales, ocupan un lugar destacado como practica
de control de plagas, pero su uso tiene efectos adversos sobre el ambiente, los
animales, las plantas y el hombre. Por lo tanto, se hace necesario utilizar medidas
de control bioldgico para evitar este tipo de efectos. Asi, el empleo de cepas de
Trichoderma spp. (hongo antagonista), es una alternativa dentro del biocontrol,
cuyo conocimiento de su efectividad y de su mecanismo de accion es esencial
para el desarrollo de una estrategia en la implantacion de una agricultura viable
(HONEE et al., 1994; MARTINEZ et al., 1994; GUARRO et al., 1999; LIECKFELDT
et al., 1999;). Dicha alternativa es de gran importancia ya que podria sustituir el
control agroquimico, que ademas de su elevado costo, trae como consecuencia el
desarrollo de resistencia por parte de fitopatdogenos y problemas de contaminacién
y toxicidad (REYES et al., 2000). Ademas es una estrategia que podria dar un
buen resultado contra los agentes infecciosos al desplazarlos, a su vez con
agentes bioldgicos benéficos (PAPAVIZAS, 1985; REYES et al., 2000;
SANTAMARINA et al., 2002).

Todas estas aplicaciones de agentes de biocontrol son altamente
dependientes de las condiciones ambientales (PAVONE et al., 2009), por lo que el
tipo de formulacion con las que son aplicadas, influyen en el éxito del programa de
biocontrol, ya que son herramientas poderosas para lograr este objetivo. Las
formulaciones liquidas mejoran el rendimiento en campo de hongos y los aditivos

tales como minerales pueden ayudar a las funciones de la planta como una mejor



nutricion del suelo (LELAND et al., 2001). También se han utilizado formulaciones
granulares como una alternativa para mejorar la eficacia de varios agentes de
biocontrol, conteniendo micelios secos o conidios formulados. Estos granulos se
han utilizado como insecticidas (SHAH et al., 1999, 2000), micoherbicidas
(CONNICK et al.,, 1998), nematicidas (STIRLING & SMITH, 1998) y hongos
antagonistas de patdégenos vegetales (LEWIS & LARKIN, 1998). Este tipo de
formulacion puede actuar como un medio de cultivo sélido para el crecimiento de
hongos en el campo o simplemente como un vehiculo para la infeccion y a su vez,
los protege de la luz solar (HUA & FENG, 2003).

Por lo tanto, se hace necesario saber el efecto de una formulacién granulada
sobre el crecimiento de Solanum lycopersicum en condiciones de vivero y a su vez
contrastar tales efectos con los de una formulacién liquida y asi conocer las

ventajas de su uso.



Il. JUSTIFICACION

En tomate, Trichoderma spp. promueve un mayor crecimiento y vigor de las
raices, ademas de un aumento en los mecanismos de defensa contra
fitopatdgenos (JIMENEZ et al., 2011). Sin embargo, las condiciones ambientales
en un agroecosistema pueden ser extremas, siendo un factor de inactivacion del
in6culo aplicado (Pavone, 2003), por lo que se hace necesario el uso de una
formulacion apropiada que incremente la persistencia del in6culo (Pavone et al.,
2009).

Debido a la importante necesidad de disminuir la incidencia de patdgenos del
tomate en campo y, tomando en cuenta que la aplicacion de Trichoderma spp. en
formulaciones, favorece el control, reduce la incidencia de varias enfermedades
causadas por hongos y ejercen un efecto positivo sobre el crecimiento de las
plantas (PAVONE, 2012), en esta investigacibn se planteé determinar en
condiciones de vivero el efecto de una formulacion granulada de Trichoderma spp.
y evaluar su efecto antagonico sobre el crecimiento de las plantas de tomate, ya
que de esta manera, se ha comprobado que un vehiculo sélido actia como
barrera fisica entre el microorganismo inoculado y el medio, asi como también
confiere proteccion a los microorganismos frente a lavados (MARINEZ et al. 2009),
se mejora la vida media del hongo y la eficacia de este sobre la planta de S.
lycopersicum L., el cual con un riego adecuado y en distintas formas climaticas
lograria esparcirse y multiplicar el inéculo causando asi una infeccion positiva en
todo el cultivo (PAVONE et al., 2009). A su vez, se comparara el efecto de la
formulacién granulada con el efecto de una formulacion liquida, ya que ha sido la
mas comun en el uso de biocontrol, a pesar de que se corre el riesgo de perder su
efecto como consecuencia de drenaje de corrientes, sequias extremas, (SMITH et
al., 1999; DE COURCY et al., 2000; INYANG et al., 2000).



V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Establecer el efecto de una formulacion granulada de Trichoderma spp.
sobre el crecimiento y estado hidrico de plantulas de Solanum lycopersicum L.

bajo condiciones de vivero.

4.2 Objetivos especificos

e Evaluar la capacidad de una formulacion granulada y liquida de
Trichoderma spp. para inducir aumento de la biomasa foliar y radical de S.
lycopersicum.

e Valorar la capacidad de ajuste al déficit hidrico de plantulas de S.
lycopersicum. tratadas con una formulacion granulada y liquida de
Trichoderma spp.

e Determinar la viabilidad de las esporas formuladas en condiciones de

almacenamiento.



V. MARCO TEORICO
51 Generalidades de Solanum lycopersicum L.

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las especies agricolas mas
conocidas y exportadas comercialmente a escala mundial. Esta especie es una de
las hortalizas de mayor importancia para el consumo humano directo
(IANNACONE & REYES, 2001; DEWIT et al, 2002; IANNACONE &
MURRUGARRA, 2002). Dentro del aspecto fitosanitario, el cultivo del tomate es
afectado por diversas plagas y enfermedades. Los patdgenos que afectan la parte
aérea del tomate son muy diversos y variados, muchos de ellos pueden ocasionar
pérdidas muy severas si no se toman las medidas de control adecuadas (APAZA,
1999; REYES et al., 2000).

5.2 Origen.

El origen del género Solanum, es la regiébn andina que hoy comparten
Colombia, Ecuador, Pert, Bolivia y Chile (BALDOMERO & ZARATE, 2007). En la
actualidad todavia crecen silvestres las diversas especies del género en algunas
de esas zonas (ESQUINAS & NUEZ, 2001). Fue llevado por los distintos
pobladores de un extremo a otro, extendiéndose por todo el continente y el mundo
(RODRIGUEZ et al., 2001).

53 Clasificacion.

S. lycopersicum es una planta dicotiledénea perteneciente a la familia
Solanaceae. Posee un gran numero de especies silvestres relacionadas. Division:
Magnoliophyta, clase: Magnoliopsida, subclase: Asteridae, orden: Solanales,
familia: Solanaceae, género: Solanum, especie: lycopersicum (JARAMILLO et al.,
2007).

54 Caracteristicas.

El tomate es una planta perenne, cultivada como anual. Posee un sistema

radical bien desarrollado, pudiendo alcanzar de 60 a 120 cm de profundidad. En la



mayoria de los casos, el tallo logra alcanzar un grosor que fluctia entre 0,7 a 4,0
cm. El tallo es anguloso y pubescente y en las primeras fases de crecimiento es
herbaceo y en estado adulto lefioso. Las yemas axilares producen ramas
sucesivas, mientras que las terminales desarrollan flores. El fruto es una baya con
dos a nueve l6culos con un grupo de semillas en su interior. El tamafio o peso
varia entre 30 — 400 gr. El color del fruto es producido por dos pigmentos
carotenoides, la lycopercisina que da un color rojo y un isémero de ésta, la
carotina que da un color anaranjado (BALDOMERO & ZARATE, 2007).

El riego es una practica comun en el cultivo del tomate en el pais, debido a
gue se siembra en época de verano (noviembre a marzo) en las zonas de alta
precipitacion y en las regiones aridas y semiaridas del pais donde la precipitacion
es muy poca. La frecuencia o intervalo de riego se establecera de acuerdo con el
clima, tipo de suelo y de la etapa de desarrollo en que se encuentre el cultivo. En
general, los riegos en la primera fase de desarrollo después del trasplante, deben
ser frecuentes (cada tres o cuatro dias) hasta que haya una regeneracion en las
raices, luego un riego semanal es suficiente hasta el término del cultivo. Los
periodos criticos de riego en el cultivo son: trasplante, polinizacion de la flor y
maduracién del fruto. La aplicacion de niveles desiguales de agua, combinada con
una falta de calcio o potasio, puede ocasionar un desorden fisiolégico en el fruto
conocido como “blosson” o podredumbre apical. Una inconstante aplicacién de
riegos o exposiciones prolongadas a sequia, seguida de un riego pesado, puede
ocasionar rajaduras en el fruto (SANTIAGO et al., 1998). La importancia agricola
del cultivo es la gran adaptabilidad que posee para obtener elevadas
producciones, ya que permite que se exploten tanto en climas tropicales como en

templados.

En cuanto a los requerimientos de temperatura, se tiene que entre los 20 y
30°C, la cuticula se ablanda y el agua es mas fluida, aumentando entonces la
absorcion de la solucion nutritiva aplicada. El tomate es considerado como una

planta de clima célido, que tiene gran sensibilidad a las heladas. La temperatura y



la luz, son los factores del medio ambiente mas importantes, que afectan el
tamario de la inflorescencia (GARCIA, 1996).

5.5 Factores abidticos que afectan la produccion de tomate.

Dentro de los factores abidticos que afectan la produccién de tomate bajo
invernadero, estan: (a) radiacion, se ha descrito que una reduccion de un 1% de
radiacion Optima supone una pérdida de un 1% de produccion (MARCELIS et al.,
2006); (b) temperatura, por encima de los 37°C puede ser un factor limitante en el
cultivo debido a la alteracién que provoca en diversos procesos fisiolégicos, como
es el caso de la inhibicion del proceso de crecimiento del tubo polinico; (c)
humedad, ademas de aumentar el riesgo de enfermedades flngicas, un exceso de
humedad relativa (HR) por encima del intervalo comprendido entre el 85 y el 90%
conduce a una disminucion clara de la produccion y la calidad (ALVARO, 2011);
(d) la salinidad, el cual es un factor limitante debido a que una alta salinidad
provoca problemas en la absorcion de agua y nutrientes por parte del sistema

radical debido a la presion osmotica a la que se ven sometidas las raices.
5.6 Zonas productoras de tomate en Venezuela.

El tomate es la hortaliza mas importante en Venezuela. Las areas de mayor
produccion de esta hortaliza en el pais se localizan en los estados Lara,

Portuguesa, Guarico, Aragua, Carabobo, Monagas y Zulia (INIA, 2005).

5.7 Aspectos generales de Trichoderma spp.

Trichoderma, se halla dentro de un gran nimero de especies de hongos de
los que no se reconoce su reproduccion sexual (GALEANO, et al, 2002).

Todos los mecanismos de accion de Trichoderma spp. se basan en su papel
como promotor de crecimiento vegetal, el cual se manifiesta desde las primeras
fases de la plantula, y que le confiere mayores ventajas a la hora del trasplante.
Trichoderma spp. se asocia a las raices de la planta promoviendo un mayor vigor
y crecimiento (GUEDEZ, et al., 2012). Este hongo crece externamente a medida

que lo hace el sistema radicular de la planta con el que se encuentra asociado. El



resultado es un aumento de la captacion de nutrientes y de agua en las raices, ya
que se explora mayor volumen de suelo, y a su vez, incrementa la solubilizacién
de nutrientes como el fosforo. Este mayor vigor a su vez le proporciona a la planta
una mayor tolerancia frente a diferentes tipos de estrés tanto abiéticos (causado
por salinidad, riegos y condiciones climaticas no O6ptimas como sequia,

temperaturas altas) como biéticos (ataques de patdogenos) (ALONSO et al, 2002).

Trichoderma spp., comprende la mayoria de las cepas utilizadas en el control
biolégico de hongos fitopatdgenos (GAMS & BISSETT, 1998), siendo la cepa T-22
una de las més efectivas (HARMAN et al., 1996) en parte por su adaptaciéon a las
diferentes condiciones ambientales. Trichoderma spp. como antagonista de
muchos hongos patdégenos puede realizar un control bioldgico sobre estos agentes
y dicho control lo realiza principalmente a través de cuatro posibles mecanismos

de accion:

- Micoparasitismo: un tipo de antagonismo donde el antagonista parasita al
patébgeno, pudiendo atacar a hongos como Rhizoctonia, Sclerotium,
Sclerotinia, Helminthosporium, Fusarium, Armillaria, Colletotrichum,
Verticillium, Venturia, Endothia, Pythium, Phytophthora, Rhizopus,
Diaporthe, Fusicladium (AHMED et al., 1999, 2000; HARMAN et al., 1996;
LEWIS et al., 1995; CALVET et al., 1993).

- Antibiosis: es la inhibicion del desarrollo o muerte del patbgeno por un
producto metabolizado por otro, incluyendo tanto antibiéticos como enzimas
liticas extracelulares (TRANE et al., 1997; BENITEZ, et al., 1998;
SCHIRMBOCK et al., 1994).

- Competencia: se realiza por el espacio en la rizosfera de la planta y por los
recursos nutritivos, propiedad que le proporciona la habilidad de desplazar
al patégeno, suprimiéndolo o no expresandose la enfermedad.

- Resistencia sistémica inducida: aislamiento e inhibicion del patdgeno y

cambios histologicos en el hospedero.

Ademas se conoce que Trichoderma presenta otros mecanismos, cuya

accion biorreguladora es de forma indirecta. Entre estos se pueden mencionar la

9



induccion de mecanismos de defensa fisiolégicos y bioquimicos como es la
activacion en la planta de compuestos relacionados con la induccién de resistencia
(HARMAN, 2004), la eliminacion de toxinas secretadas por patdgenos y la
desactivacion de enzimas de éstos durante el proceso de infeccion y la
solubilizacion de elementos nutritivos, que en su forma original no son accesibles
para las plantas. Tienen la capacidad ademas, de crear un ambiente favorable al
desarrollo radical lo que aumenta la tolerancia de la planta al estrés (HARMAN,
2003).

Las especies del género Trichoderma estan entre los antagonistas mas
utilizados para el control de un grupo importante de patdgenos del suelo (TORRES
et al. 2008; GONZALEZ, et al. 1999). Su aplicacion al suelo es de forma
preventiva en semilleros y en diferentes etapas del cultivo a fin de reducir la
aparicion de enfermedades (DONOSO et al., 2008; TORRES et al. 2008) como las
causadas por Macrophomina phaseolina (Tassi) en ajonjoli (PINEDA, 2001),
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc) en tomate (JONES 1991) y
Phytophthora infestans (Mont) en tomate (PEREZ y SANCHEZ 2000).

-  Formulacién de bioinsecticidas

El género Trichoderma al ser usado para el control de fitopatdgenos puede
presentarse en diferentes formulaciones, las cuales juegan un papel muy
importante en la supervivencia del in6culo (AULD, 1991, GOETTEL & ROBERTS,
1991, PEREIRA & ROBERTS, 1991, RODHAM et al., 1999, LACEY et al., 2001).
El objetivo de una buena formulacion es preparar una combinacion de ingredientes
de forma tal que el principio activo (conidos) se mantenga estable durante el
almacenamiento y en campo, efectivo y facil de aplicar. Entre las formulaciones
mas usadas en el desarrollo de productos fitosanitarios con base en hongos se

encuentran el granulado, polvo, polvo mojable, materiales microencapsulados,
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concentraciones emulsionables, floables o0 suspensiones concentradas
(CARABALLO, 1998, FRAGAS et al., 2007).

Para las formulaciones granuladas flngicas en general, el tamafio de
particula se ubica mayoritariamente entre 0,3 y 1 mm de didmetro. Los granulos
han sido utilizados en la preparacion de hongos antagonistas para el control de
enfermedades fungosas (LEWIS & LARKIN, 1998), hongos entomopatdgenos
(SCHWARZ, 1995, SHAH et al., 1999, SHAH et al., 2000), micoherbicidas para
erradicar plantas utilizadas por el narcotrafico (CONNICK et al., 1998; AULD,
1991) y hongos para el control de nematodos (STIRLING & SMITH, 1998).

Los materiales utilizados en la formulacién deben ser inertes sobre animales,
plantas o insectos benéficos, ni afectar la actividad del hongo, deben ser in6cuos
al ambiente, presentar caracteristicas fisicas adecuadas para mezclarse con el
ingrediente activo, facilitar la aplicaciébn del producto y ser econémicamente
rentable (CARABALLO, 1998, URTUBIA & FRANCE, 2007). En toda formulacién
se distinguen tres tipos de componentes, los cuales son el principio activo, ya sean
conidios, micelio (URTUBIA & FRANCE, 2007), o clamidosporas en el caso de
Trichoderma (FERNANDEZ-LARREA, 2006), el diluyente o vehiculo, puede ser
sélido o liquido, y es material inerte, y los adyuvantes que son materiales inertes,
pero tienen funcion protectora, dispersante y adherente (KOVACH et al., 2000).
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VI.  ANTECEDENTES

En el cultivo de S. lycopersicum se presentan muchas enfermedades
producidas por fitopatégenos. Con el fin de investigar un posible uso integrado de
fungicidas y microorganismos antagonistas para el control de Alternaria solani,
agente causal del tizon o marchitez temprana del tomate, Monaco et al. (2001),
llevaron a cabo estudios en condiciones in vitro. Se evaluaron el efecto de dos
fungicidas Daconil® (Clortalonil F 72 %) y Dithane® (Mancozeb WP 80 %) de
amplio uso en el control de dicha enfermedad, sobre seis hongos antagonistas de
A. solani (Fusarium semitectum; Trichoderma polysporum; Chaetomium globosum;
Rhodotorula sp., Cladosporium cladosporioides y Nigrospora sp.) y calcularon los
valores de dosis efectiva mediante una regresion. Rhodotorula sp. y Cladosporium
cladosporioides fueron resistentes a Daconil® (valores DE 50: 142,89 y 112,14
ppm), con respecto a Dithane®, sélo resultd resistente Chaetomium globosum
(valores DE 50: 38,72 ppm), y el resto de los tratamientos resultaron igual de

sensibles para ambos fungicidas.

Asi mismo, otra enfermedad comun en plantulas de tomate es la provocada
por Sclerotium rolfsii. Reyes et al. 2002, probaron la actividad controladora de la
cepa A34 de Trichoderma harzianum sobre dicha enfermedad. El trabajo se
desarrolld6 en macetas que contenian suelo infestado artificialmente con una
concentracion de inéculo del patégeno que provocd aproximadamente el 18% de
mortalidad en plantas de tomate. Ellos comprobaron la eficacia de la actividad
antagonica a partir de la ausencia de sintomas de la enfermedad en las plantas

protegidas, cultivadas hasta los 30 dias posteriores a su germinacion.

Las cepas de Trichoderma harzianum producen un mayor vigor a las plantas
tratadas con éste a la vez que le proporciona al cultivo una protecciéon frente a
patogenos del suelo. Galeano et al. 2002, estudiaron el efecto de la aplicacion de
T. harzianum sobre plantas de semillero de distintos cultivos horticolas. Las
plantas a las que se aplicé T. harzianum en la siembra mostraron una fraccién

radical y aérea mayor con respecto a las plantas no tratadas, pudiendo hacer
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frente a condiciones de estrés con mayor éxito que las no tratadas que mostraron

un crecimiento menor.

Las plantas de tomate deben permanecer en semillero entre 17 a 21 dias,
antes de ir definitivamente a campo. En esta etapa es frecuente observar pérdidas
por hongos del suelo como Pythium sp, Sclerotium sp., Fusarium sp. y Rhizoctonia
sp., causantes de una enfermedad comun llamada “Sancocho”, que se caracteriza
por una podredumbre en la base del tallo que causa la muerte de la planta y
pérdidas en la siembra. No obstante, Perdomo et al. (2007), intentaron identificar
el agente causal de dicha enfermedad y compararon aplicaciones en forma liquida
y sélida del hongo T. harzianum en el control de ésta. Entre los hongos que se
identificaron estan Pythium sp., Rhizoctonia solani y Fusarium sp., reportados
como causantes de la enfermedad “Sancocho”. El hongo Pythium sp. resulté el
causante del mayor niamero de plantas enfermas. El control de esta enfermedad
en semillero se realiz6 con aplicaciones liquidas y soélidas de T. harzianum, y el
andlisis de varianza indica que no hay diferencias significativas entre las formas de

aplicacion.

Entre los hongos causantes de enfermedades en las plantas de tomate, se
encuentra el moho foliar (Cladosporium fulvum), el cual produce una enfermedad
gue ataca el cultivo de dicho fruto. Como alternativa al control de este patégeno,
Torres et al., (2008), probaron la eficiencia bajo condiciones in vitro e invernadero
de cuatro hongos antagonistas: Hansfordia pulvinata, Trichoderma harzianum,
Trichoderma viride y Trichoderma virens. Al concluir el ensayo, lograron
comprobar que T. harzianum fue mas eficiente debido a que redujo la severidad

de la enfermedad en un 19,35 % bajo condiciones de invernadero.

Se ha comprobado que las cepas de Trichoderma ejercen un efecto benéfico
sobre el crecimiento de las plantas y su control con ciertas enfermedades
provocadas por fitopatdogenos. En el 2011, Jiménez et al. demostraron el efecto de
T. harzianum sobre el crecimiento de plantas de tomate, empleando un disefio
completamente aleatorio, en donde probaron con muestras en semilleros,

transplantes, semilleros + transplantes (todos con aplicacién del hongo) y una
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muestra sin aplicacidon, en donde evidenciaron que las plantas en semilleros
obtuvieron mejores resultados que aquellas sin aplicacion, tanto en la parte aérea
como radicular, mientras que las muestras con transplantes presentaron un
incremento significativo en la densidad de la raiz. Concluyeron que con la

aplicacion de T. harzianum se estimula el crecimiento y desarrollo del tomate.

La marchitez vascular, causada por Fusarium oxysporum, es una
enfermedad que afecta la zona radical de plantas de tomate y avanza en forma
sistémica. Salazar et al. (2011), evaluaron la efectividad de Trichoderma spp. para
el control de la fusariosis (marchitez) tanto in vitro como in vivo. Usaron diez
aislamientos del género Trichoderma: cuatro de T. harzianum (B2, C3, 19, J10),
cuatro de T. koningii (D4, E5, G7, H8), uno de T. longibrachiatum (A1) y uno de T.
atroviride (F6), y cinco aislamientos del patdgeno colectados en plantaciones de
tomate. Para la prueba in vitro evaluaron los porcentajes de inhibicion de
crecimiento y de esporulacién, mientras que para la prueba in vivo se infectaron
las plantas con F. oxysporum bajo condiciones de umbraculo. Se obtuvieron
diferencias significativas en cuanto a los distintos aislamientos de las especies de
Trichoderma, en donde los aislamientos Al, 19, H8 y J10 presentaron los
porcentajes mas altos de inhibicion del crecimiento de F. oxysporum (53,44%,
38,01%, 38,00%, 33,26%, respectivamente), mientras que los aislamientos 19 y
J10 correspondientes ambos a la especie T. harzianum fueron los que, en
general, presentaron un mejor control al considerar el conjunto de las pruebas in

vitro e in vivo.
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VIl.  MARCO METODOLOGICO

7.1 Material bioldgico.

Para todos los ensayos se utilizaron semillas comerciales de S. lycopersicum
cv. Rio Grande. Asimismo se utilizaron cepas de Trichoderma spp,
especificamente T. virens (TV118), T. asperellum (TV190) y T. harzianum
(TV200). Todas las cepas aisladas de plantaciones de maiz Venezuela (Dorta &
Pavone, 2015) pertenecientes al cepario del Centro de Biotecnologia Aplicada,
Departamento de Biologia, Universidad de Carabobo. Las cepas fueron

mantenidas por subcultivo en medio papa dextrosa (PDA).

7.2 Preparacién de la formulacion granuladay liquida.

Esporas provenientes de cultivos en PDA, fueron resuspendidas en agua.
Posteriormente se realiz6 un conteo de esporas con ayuda de una camara de
Neubauer en donde se determiné el volumen necesario de esporas para obtener
granulos de 10° y 10’ esporas/g (se sugiri6 tales concentraciones de una
metodologia previa trazada por Pavone, 2003). Estas suspensiones de esporas
fueron mezcladas con almidén de maiz suplementado con sales minarales Nutrisol
P® (NP) y Nutrisol K® (NK) al 1 % p/p, hasta obtener una masa homogénea con un
contenido de agua (aproximadamente 50 % p/v), cuya consistencia permitiera
procesar la masa a través de un molino de carne y obtener granulos sueltos de
aproximadamente 0,5 cm de diametro. Asi mismo se realizaron granulos sin sales
minerales, utilizados como control. Los granulos asi producidos, fueron secados al
aire hasta un contenido de agua menor al 10 % p/v y mantenidos a temperatura
de 8 °C hasta su posterior uso en los ensayos. Para las formulaciones liquidas, se
realizé un conteo de esporas provenientes de cultivos en PDA, con una camara de
Neubauer y se determind la cantidad necesaria de esporas para obtener en 500

mL de agua destilada, suspensiones de 10°y 10’ esporas/mL.
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7.3 Pruebas de crecimiento de Trichoderma spp. en la formulacién

granulada.

Se realizé un ensayo de esporulacion del hongo en frascos estériles, que
consistié en tomar 0,5 g de granulos de dos concentraciones, 10° y 10’ esporas/g
por separado, e hidratados con un contenido de agua del 50 % p/v. Los granulos
fueron incubados a temperatura ambiente por cinco dias. Los ensayos se
realizaron por quintuplicado. Finalmente, se resuspendieron las suspensiones con
esporas obtenidas de cada repeticion por separado de las dos concentraciones en
50 mL de agua, y se determiné el numero de esporas formadas en cada
tratamiento con la ayuda de una camara de Neubauer. Los resultados se

expresaron en esporas/g.
7.4 Ensayos de vivero.

Para todos los ensayos de vivero hubo dos formas de inoculacion para su
posterior comparacion: liquida y granulada. Para las esporas en medio liquido, las
semillas se sumergieron en una suspension de esporas en agua de las diferentes
cepas de Trichoderma spp. (10’esporas/mL), por separado y provenientes de
cultivos esporulados del hongo en medio PDA. Posteriormente se secaron al aire
por 12 horas a temperatura ambiente. Como control se utilizaron semillas
sumergidas en agua. Alternativamente se utilizé la formulacion granulada a base
de almidén de maiz y cada especie de Trichoderma spp. por separado. En los
ensayos de vivero, junto con cada semilla se colocd un granulo con esporas de

Trichoderma spp. Como controles se usaron granulos sin esporas.

Los ensayos de vivero, se realizaron para el estudio de dos variables: el
efecto de Trichoderma spp. y su formulacién granulada sobre (a) el crecimiento de
S. lycopersicum y (b) su efecto sobre el estatus hidrico de estas plantas sometidas
a estrés hidrico moderado. Las semillas de tomate impregnadas con esporas de
las diferentes cepas de Trichoderma por separado y el control, se sembraron en
bandejas para semilleros con tierra abonada (previamente esterilizada) adquirida

en el mercado local. Se coloco una semilla por orificio. Una vez que germinaron
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las semillas, se aplicO una reinoculacion de suspension de esporas de
Trichoderma spp. (segun el caso), aplicando 1 mL de una suspension del hongo
(107 esporas/mL) en la base de la planta. En los tratamientos de semillas con
granulos, las plantas se reinocularon con una suspension de esporas (segun el
caso), aplicando 1 mL de la suspensién (10’ esporas/mL) en la base de la planta.
Para cada tratamiento (tres cepas de hongos, dos formulaciones de cada unay los
controles) se utilizaron 18 semillas (conjuntamente se realizd réplicas en otra
bandeja de semilleros). En las plantas empleadas para la promocién de
crecimiento, el régimen de riego fue interdiario. En los experimentos de tolerancia
a déficit hidrico las plantas se sometieron a un régimen de riego interdiario hasta
21 dias después de la siembra (dds), donde luego se procedié a la aplicacion de
un déficit hidrico, suspendiendo el riego en los ensayos (siguiendo la metodologia

sugerida por Tortolero & Pavone, 2012).

7.4.1 Determinacién del crecimiento en S. lycopersicum.

Se determinaron dos pardmetros de crecimiento en las plantas inoculadas
con Trichoderma spp. con o sin formulacion granulada: altura de la planta (yema
apical) y masa seca aérea y radical. Al finalizar el ensayo, las plantas fueron
cortadas en la base y el sistema radical fue separado del sustrato con lavado con
agua corriente. Se determiné la biomasa aérea y radical (masa seca), colocando la
parte aérea y la parte radical en estufa a 60 °C hasta que alcanzaran peso

contante.

7.4.2 Determinacion del efecto de Trichoderma spp. sobre el estado hidrico

de plantulas sometidas a sequia.

Se siguiod la metodologia planteada por Tortolero & Pavone, 2012. Plantas de
tomate de 30 dias de sembradas inoculadas con Trichoderma spp. con y sin
formulacion granulada, se sometieron a déficit hidrico moderado. Se determind el
potencial hidrico del tejido foliar a los 5 dias de la sequia y a los 8 dias después de

iniciada la misma. Las mediciones (cuatro por tratamiento) se llevaron a cabo
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entre las 6 y 7 am empleando para ello una bomba de presion (PMS Instrument
Co., Covallis, Or. Modelo 600).

7.5 Estabilidad en almacenamiento de la preparacion granulada.

Se siguié la metodologia planteada por Tortolero & Pavone, 2012. Las
preparaciones granuladas de concentracion de esporas utilizada (10’ esporas/g) y
cada cepa por separado, se sometieron a diferentes temperaturas (8°, 30° y 40
°C). Se hizo un conteo de esporas viables en las formulaciones al inicio del
ensayo, a los 30 dias y a los 6 meses, determinandose la viabilidad de las esporas
a través de la resuspension de las mismas en agua en diluciones de 1/10 con
cinco (5) repeticiones para cada tratamiento, siembra en agar agua Yy
determinacién del porcentaje de germinacién en un microscopio estereoscopico a

una magnificacién de 400X.

7.6 Procesamiento de datos y Analisis Estadisticos.

Una vez obtenidos los resultados estos se reportaron como promedio y error
estandar. Posteriormente se realizé un analisis de varianza (ANOVA) vy
comparacion de medias (Tukey), para determinar diferencias significativas entre
los tratamientos aplicados. Los datos que no cumplieron con los supuestos del
ANOVA, fueron sometidos a una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (K-W)
para determinar diferencias significativas. Para esto se utilizo el programa Statistix
v 8.0 (Analytical Software. PO Box 12185. Tallahassee, FL 32317).
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Concentracion 6ptima de esporas en la formulacion granular.

La Figura 1 muestra la capacidad de las diferentes cepas de Trichoderma de

esporular a expensas del granulo bajo condiciones de esterilidad y presencia o

ausencia de sales minerales. De forma general, puede apreciarse que en todos los

tratamientos sin sales, los

rendimientos en esporas por gramo fueron

sistematicamente menores en comparacion con los granulos formulados con

sales, lo cual evidencia la importancia del agregado de las mismas a la

formulacion para obtener los maximos rendimientos, ya que la fuente de carbono

(almiddn) por si sola, no logra aportar todos los requerimientos al hongo para una

maxima esporulacion.
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Figura 1. Determinacion de la concentracion de esporas en los granulos y efecto de la presencia
de sales minerales con las diferentes cepas estudiadas: T. virens (TV118), T. asperellum (TV 190),
T. harzianum (TV 200). (A, B y AB: indices de similitud entre tratamientos).

En el caso de la concentracion inicial de esporas en el granulo, los resultados

indican que los rendimientos fueron similares en los tratamientos con 10° y 10’

esporas/g (TV190 5,65E08 + 7,98E08 y 5,41E08 + 1,40E08, TV118 5,85E08

+
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5,98E08 y 7,83E08 + 2,22E08, y TV200 1,11E09 + 1,38E09 y 9,74E08 + 3,18E08)
sin diferencias significativas entre los tratamientos. A pesar de la similitud en los
resultados obtenidos, se tomé como concentraciéon éptima para los ensayos, 10’
esporas/g, ya que no existe real diferencia en cuanto al costo y resulta una mejor
proliferacion del granulo por poseer mayor concentracion de esporas. No se
descarta probar en futuros ensayos, concentraciones mayores (10° esporas/g),
para estudiar su comportamiento y factibilidad econémica.

8.2 Determinacion del crecimiento en S. lycopersicum (altura de la planta).

Uno de los parametros a evaluar en este trabajo, fue el efecto de la
formulacion granulada sobre el crecimiento del cultivo objeto de este estudio, el
tomate. La presencia de la formulacion granulada en el suelo, permitira la
multiplicacion del inoculo del hongo, ejerciendo su papel de agente de biocontrol
(pardmetro no estudiado en este trabajo) y estimulador del crecimiento vegetal. En
la Figura 2, pueden apreciarse los resultados obtenidos en relacion al crecimiento

de plantulas de tomate en los distintos tratamientos utilizados.

Segun los andlisis estadisticos realizados, no se encontraron diferencias
significativas (varianza p > 0,05) entre los ocho tratamientos, para las variables
evaluadas, sin embargo, se observé que con la aplicacion de las formulaciones
liguidas de las tres cepas estudiadas, hubo plantas con mayor longitud, al
compararlas con las plantas bajo efecto de las formulaciones granulares de las
tres cepas. En la Figura 2 se presenta el crecimiento de las semillas de S.
lycopersicum a los 25 dias después de sembradas y reinoculadas con los distintos
tratamientos de Trichoderma spp., cabe mencionar que el tratamiento 1 (TV118
suspensioén) presento la mayor altura con un promedio de 9,04 + 0,57 cm, seguido
del tratamiento 2 (TV190 suspensién) con una altura en promedio de 8,92 + 0,49
cm con respecto al resto de las plantas, los tratamientos 3, 8, 4 y 5 (TV200
suspension, semillas con lavado en agua, TV118 granular y TV190 granular,
respectivamente) mostrando una altura cuyos promedios oscilan entre los
7,91+0,51 y 7,45+0,65 cm aproximadamente, mientras que los tratamientos 6

(TV200 granular) y 7 (granulos sin esporas) mostraron la menor altura entre todas

20



las plantas con un promedio de 6,56 + 0,95 cm y 6,25 £+ 1,11cm respectivamente.
A pesar de que no se obtuvo diferencia significativa entre los tratamientos, los
datos sugieren un posible efecto de las cepas de Trichoderma sobre el crecimiento
de las plantulas de tomate. Un mayor inéculo y una formulacion distinta, pudiera

evidenciar mejor este efecto estimulador del crecimiento vegetal.
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9 - 8,92+0,49 A
7,91£0,51 A A A
8 1 7.49:048  7,45£0,65 7,5310,6
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S * 6. TV200 gran
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2 A 8. Agua
1 -
0 ' ' ! T ! T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8
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Figura 2. Crecimiento de plantas de S. lycopersicum inoculadas con T. virens, T. asperellum y T.
harzianum (TV118, TV 190 y TV 200 respectivamente) en formulaciones granulares (gran) y
liquidas (susp). (A, B y AB: indices de similitud entre tratamientos).

8.3 Determinacion del crecimiento en S. lycopersicum (peso seco aéreo y
radical).

El otro pardmetro evaluado en este trabajo, fue la masa seca aérea y
radical. En la Figura 3, se presentan los resultados obtenidos de masa seca aérea
para cada tratamiento utilizado. Los datos evidencian una menor masa aérea en
los tratamientos 4 (TV118 gran), 6 (TV200 gran) y 8 (agua) en relacion al resto de
los tratamientos, con diferencias significativas entre estos (apéndices 11.7 al
11.10). En el caso del tratamiento 5 (TV190 gran), el analisis estadistico evidencia

gue este grupo se asemeja a los mas bajos pero también a los mas altos (susp),
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es decir, no presenta diferencias significativas. Esta tendencia en los resultados
pareciera sugerir que la formulacién granulada, afecta negativamente el
crecimiento de las plantulas de tomate, o al menos las mismas no se benefician de

la presencia de Trichoderma, ubicandolos al mismo nivel que los tratamientos

control.
005 7 A .
A
0.04+0.003
0,045 0,040,004 00420004 e

0.04 1 0,03£0,006 AB
s 0,035 - 0,030,004
— ’ B B
o
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S 003 1 B 0,024£0,003
% 0,020,004 0.02£0.004 5 1190 susp
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$ 6. TV200 gran
& 00 7. Granulo sin
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0,005 -
O T T T T T . . ,
1 2 3 4 5 6 7 8
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Figura 3. Masa seca aérea en plantas de S. lycopersicum inoculadas con T. virens, T. asperellum
y T. harzianum (TV118, TV 190 y TV 200 respectivamente) en formulaciones granulares (gran) y
liquidas (susp). Los tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas entre si.
(A, B y AB: indices de similitud entre tratamientos).

Los resultados de la determinacién de la masa seca radical, se muestran en
la Figura 4. En la misma puede apreciarse la misma tendencia que en los
resultados de masa seca aérea, con valores mayores en los tratamientos con
suspension y valores menores y similares entre los tratamientos con granulos y los

controles.
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Figura 4. Determinacion de la masa seca (peso seco) radical en plantas de S. lycopersicum
inoculadas con T. virens, T. asperellum y T. harzianum (TV118, TV 190 y TV 200 respectivamente)
en formulaciones granulares (gran) y liquidas (susp). (A, B y AB: indices de similitud entre
tratamientos). (A, B y AB: indices de similitud entre tratamientos).

8.4 Efecto de Trichoderma spp. sobre el estado hidrico de plantulas
inducidas a sequia.

Entre los factores que afectan el desarrollo normal de una planta se
encuentra el estado hidrico de ésta, pardmetro que toma mas importancia durante
el inicio de su crecimiento como plantula cuando se encuentran mas indefensas.
Los resultados del estado de las plantulas sometidas a estrés hidrico en presencia
de formulaciones de Trichoderma spp. se muestran en la Figura 5, donde se
seflala que a los 5 dias de sequia, el tratamiento con una mayor tolerancia al
estrés hidrico fue TV200 granular con un promedio de -0,1425 MPa = 0,036
representando el valor mayor de potencial hidrico, seguidamente del tratamiento
con la cepa TV118 granular con un promedio de -0,2975 MPa = 0,085, el
tratamiento con la cepa TV190 granular arrojé un potencial hidrico de -0,325 MPa
+ 0,050. Los tratamientos con formulaciones liquidas mostraron los valores mas

negativos de potencial hidrico, siendo la cepa TV190 con un promedio de -0,4575
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MPa £ 0,067 el mas negativo de todos, seguido de la cepa TV200 con un potencial
hidrico de -0,445 MPa £ 0,055, mientras que el tratamiento con la cepa TV118
arrojo un potencial hidrico de -0,3975 MPa + 0,020. Los controles a los 5 dias de
sequia mostraron un potencial hidrico intermedio entre todos los tratamientos,
donde los granulos sin esporas arrojaron un promedio de -0,3575 MPa + 0,069 y

semillas en agua un promedio de -0,33 MPa * 0,066.

La Figura 5 sefiala los potenciales hidricos de las plantulas con todos los
tratamientos a los 8 dias después de someterse a sequia, los cuales sefalan
resultados similares a los anteriores, donde una vez mas los tratamientos con
formulaciones granuladas mostraron una mayor tolerancia al déficit hidrico. El
tratamiento con la cepa TV200 granular arroj6 un potencial hidrico con un
promedio de -0,525 MPa % 0,032, seguido de la cepa TV118 granular con un
promedio de -0,555 MPa + 0,052 y de la cepa TV190 granular con un promedio de
-0,59 MPa + 0,031. El resto de los tratamientos se encontraron en un estado de
marchitez avanzada por lo cual fue imposible determinar el potencial hidrico de los

mismos.
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Figura 5. Determinacion del efecto de Trichoderma spp. sobre el estado hidrico de plantulas
sometidas a sequia.
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8.5 Estabilidad en almacenamiento de la preparacion granulada

La estabilidad en almacenamiento, es una variable muy importante al
momento de comercializar un producto granulado con base en Trichoderma spp.,
ya que permite asignar fechas de vencimiento y las condiciones de
almacenamiento del producto. La Tabla | muestra los resultados de la viabilidad
de las esporas a diferentes temperaturas y tiempos de incubacién.

En la tabla | se observa el conteo de esporas al inicio del ensayo,
transcurrido un mes y a los seis meses después de mantenerse en
almacenamiento bajo las distintas temperaturas del ensayo. De forma general, a
mayor tiempo en almacenamiento se va perdiendo la viabilidad de las esporas. A
un mes de almacenamiento la disminucién es minima (= 11% en todos los
tratamientos, mientras que a los 6 meses la viabilidad baja drasticamente (= 24%),

para todas las temperaturas medidas.

Tabla I. Efecto de la temperatura sobre la germinacion de las esporas en las formulaciones
granuladas de T. virens (TV118), T. asperellum (TV190) y T. harzianum (TV200).

8°C 30°C 40°C
Germinacion (esporas/g) TV118
Esporas iniciales 5,6 x 107 5,4 x 107 5,6 x 107
Esporas en 1 mes 4,6 x 10’ 5,1 x 10’ 4,8 x 10’
Esporas a los 6 3,9 x 10° 2,7 x 10° 2,5 x 10°
meses
Germinacion (esporas/g) TV190
Esporas iniciales 4,8 x 107 4,6 x 107 4,9 x 107
Esporas en 1 mes 4,3 x 107 4.4 x 107 4,6 x 107
Esporas a los 6 3,3 x10° 4,5 x 10° 4,1 x 10°
meses
Germinacion (esporas/g) TV200
Esporas iniciales 5,1 x 107 5,1 x 107 5,0 x 107
Esporas en 1 mes 4.4 x 107 4,8 x 107 4,6 x 107
Esporas a los 6 3,8 x 10° 4,1x10° 3,9 x 10°
meses
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Para el porcentaje de germinacion, todas las repeticiones resultaron

incontables o contaminadas, por lo que no se pudo calcular el mismo.
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IX. DISCUSIONES

9.1 Concentracion 6ptima de esporas en la formulacion granular.

Con base en los resultados obtenidos, se escogio la condicion de granulos
con sales y 10’ esporas/g, para los subsiguientes ensayos, por no presentar
diferencia en costo con respecto al otro tratamiento segln las condiciones

utilizadas.

Otros estudios han demostrado la necesidad del agregado de sales
minerales a fuentes de carbono para el crecimiento de hongos filamentosos,
especificamente sobre lodo papelero con el hongo Trichoderma reesei (CENTENO
& PAVONE, 2015; PAVONE & DORTA, 2015), y hongos xil6fagos (PRADO,
2017). En estos casos, el sustrato es un desecho de la industria papelera, rico en
celulosa pero muy pobre en sales minerales, lo cual obliga al agregado de las
mismas para el desarrollo del hongo. En el caso de los granulos con base en
almiddn utilizados en este estudio, los rendimientos fueron bajos, mientras que en
los trabajos con lodo papelero citados, no se observé crecimiento, lo cual es
indicativo que en el almidén hay algun tipo de sales que permite un crecimiento

limitado del hongo.

En formulaciones granuladas de Trichoderma spp. hay poca informacion
bibliografica, sin embargo, se han desarrollado patentes como EP 2227538 Al y
WO 2009083819 (Yahya & Mehmet, 2010), las cuales aln no se han probado en

tomate.

9.2 Determinacion del crecimiento en S. lycopersicum (altura de la
planta).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, concuerdan con los

expresados por CASTILLO, 2007, quien a plantas de maiz dulce variedad Golden

Baby realizé tres aplicaciones de Trichoderma harzianum y no presencié cambio

significativo en la altura de las plantas a los 60 dias.

Sin embargo, también se hallan antecedentes de resultados positivos con

respecto al efecto de Trichoderma sobre la altura de las plantas, como los
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resultados sefialados por DONOSO et al. (2008) y YEDIDIA et al. (2001), quienes
mencionan que la aplicacion de Trichoderma en semillero, puede causar
incremento en el crecimiento de la planta, debido a la produccién de factores que
pueden estimular el crecimiento y aumentar la capacidad de las raices en
aprovechar los nutrientes. Las especies del género Trichoderma por ser un hongo
celulolitico, pueden degradar el “pergamino” que recubre el endospermo de la
semilla lo cual puede incrementar la velocidad de germinacion (TORTOLERO &
PAVONE, 2012).

Es importante sefialar que los resultados de esta investigacion reflejan que
con la aplicacion de Trichoderma no se evidenci6 un efecto positivo en el
crecimiento de las plantulas. La ausencia de un efecto en el crecimiento quizas
pueda ser atribuido a factores que no se consideraron en el presente estudio,
como tipo de planta hospedera, y la capacidad de estimular el crecimiento en
estas por parte de las cepas de T. virens, T, asperellum y T. harzianum, asi como
factores climéaticos no determinados y el tiempo de evaluacion (25 dias), ya que
quizas las plantas de tomate requieren de un mayor tiempo para que el
antagonista pudiera manifestar su capacidad de estimular el crecimiento de las
plantas (JIMENEZ et al, 2011), asi como también podrian necesitar de mas

espacio para que éste pueda ejercer su efecto estimulador del crecimiento.

9.3 Determinacion del crecimiento en S. lycopersicum (peso seco aéreo y
radical).

La razon de esta tendencia podria deberse a que al inicio del experimento,
los tratamientos con suspensién de esporas, ya poseen las mismas adheridas a la
semilla en contacto directo, mientras que las esporas en los tratamientos con los
granulos, estan inmersas en el mismo y creciendo a expensas de éste, un mejor
efecto de los tratamientos con granulos podria observarse en tiempos posteriores
en el experimento, una vez que se multiplique el indculo, el granulo se disgregue y

estas esporas puedan estar en contacto directo con la plantula.

Otro factor que podria estar afectando el crecimiento en los tratamientos con

granulos es que estos ensayos se realizaron en bandejas con orificios
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individuales, lo cual genera un relativo poco espacio para el crecimiento vegetal.
La presencia del granulo en este pequefio espacio pudo representar una barrera
para el crecimiento de las plantulas. Este tipo de aplicaciones con granulos
pueden realizarse también en las plantas ya sembradas en campo, lo cual podria
resolver el posible problema de espacio, dejando para los primeros estadios en

bandejas, las aplicaciones en forma de suspension.

En la literatura consultada no hay reportes del efecto observado en este
trabajo, debido probablemente a que la mayoria de los mismos derivan en
patentes, que no aportan todos los detalles de la investigacion. Es evidente que se
requieren mas ensayos para poder estudiar con detalle este efecto y la razén del

mismo.

Al igual que en este trabajo, Entre los parametros que se han reportado que
Trichoderma spp. puede mejorar, esta el aumento de la biomasa tanto aérea como
radical (BJORKMAN et al 1998; WINDHAM et al 1989), quienes sefialan que uno
de los principales mecanismos empleados por Trichoderma spp. para ejercer su
accion bioestimuladora es la capacidad de solubilizar nutrientes y minerales del

suelo no disponibles para las plantas.

Pocas especies de Trichoderma han sido identificadas como solubilizadoras
de fésforo, siendo T. harzianum una de las mas eficientes (ALTOMARE et al,
1999; HARMAN, 2000). El efecto de Trichoderma spp. puede deberse, ademas
de la solubilizacion de fosfatos, a la produccion de fitohormonas, al incremento en
la toma de hierro a través de los sideroforos quelantes y/o a la induccion de
resistencia sisteméatica contra un amplio espectro de patégenos. Los mecanismos
de solubilizacién de fésforo incluyen la liberacién de acidos organicos, protones y
fosfatasas en la rizosfera. La presencia de aniones organicos como son los acidos
liberados por el hongo, pueden conducir a un incremento en la carga negativa y

disminucién en la carga positiva del suelo (XU et al., 2003, citado de LUZ, 2013).

Cabe destacar, que después del nitrogeno (N) y el fosforo (P), el potasio (K)

es el nutriente vegetal de mayor importancia ya que es esencial para el desarrollo
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de la planta y juega un papel fundamental en la sintesis proteica, fotosintesis,
activacion enzimética, asi como en la resistencia a enfermedades e insectos
(REHM & SCHMITT, 2002, citado de VELAZQUEZ & RAMOS, 2015).
Actualmente, ha sido descrita la capacidad solubilizadora de potasio del género
Trichoderma (VELAZQUEZ & RAMOS, 2015).

9.4 Efecto de Trichoderma spp. sobre el estado hidrico de plantulas
inducidas a sequia.

El género Trichoderma lleva a cabo mecanismos que le proveen a las
plantas inoculadas con las cepas una mayor tolerancia al estrés hidrico, los cuales
a su vez estan relacionados con los mecanismos de promocion de crecimiento
antes descritos. En plantas de maiz se ha reportado que la presencia de
Trichoderma en el suelo, logra mejorar las condiciones hidricas de las plantas bajo
sequia moderada (TORTOLERO & PAVONE, 2012). Resulta probable que estas
sean las razones, del efecto de mejoramiento del estatus hidrico en los ensayos
de este trabajo.

El estrés se refiere a los cambios ambientales que alteran al estado
fisiolégico de las plantas (LARCHER, 1995). Cuando no existe un suministro
suficiente de agua el potencial hidrico se hace mas negativo, cuando alcanza
valores por debajo de -0,05 hasta -0,1 Mpa, se dice que existe estrés y para
muchos cultivos, el punto de marchitez permanente se alcanza cuando el suelo
llega a valores de -2 MPa. Las hojas de las plantas pueden, generalmente, tolerar
deficiencias mas altas que -2 MPa por periodos cortos (algunas horas), pero si la
deficiencia continua, resulta en una marchitez permanente (SLATYER & GOODE,
1967).

El término déficit hidrico en las plantas, significa insuficiencia interna de agua
y puede ser inducida por escasez de agua en el suelo o porque la pérdida de agua
por transpiracion prosigue hasta ser mayor que la tasa de absorcion de agua por
las raices, es decir, cuando el balance hidrico se torna negativo. El término sequia

se refiere usualmente a una condicion por la cual el agua no puede ser
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aprovechada en forma satisfactoria por la planta, produciéndose un déficit hidrico

en los tejidos al punto de afectar el crecimiento y desarrollo (TRIGOZO, 2012).

Un sistema radical mas grande, como los que se inducen por la presencia de
Trichoderma, pudiera explicar un mejor estatus hidrico, debido a que la plantula
puede explorar un mayor volumen de suelo. Sin embargo, en este trabajo los
valores mas altos de potencial hidrico se obtuvieron en los tratamientos con
granulos, mientras que los mayores valores de masa seca radical se obtuvieron en
los tratamientos donde se aplic6 una suspension de Trichoderma spp. Esta
aparente discrepancia podria explicarse por la presencia de la masa del granulo
en el pequefo espacio del orificio de la bandeja, que pudo impedir que el agua se
evaporara mas rapidamente. Para poder demostrar esta afirmacion, se debe
determinar el potencial hidrico del suelo en todos los tratamientos a medida que

avanza la sequia.

9.5 Estabilidad en almacenamiento de la preparacion granulada

Las altas temperaturas pueden afectar la estabilidad de los hongos
entomopatdégenos en almacenamiento. Este factor es muchas veces limitante, ya
gue puede afectar la germinacién de las esporas, el desarrollo y la penetracion del

tubo germinativo, la colonizacién y la reproduccion (LECUONA et al, 1996).

La estabilidad de las formulaciones de biopreparados en almacenamiento
depende de varios factores, entre estos estan los ingredientes de las mismas, la
humedad relativa y la temperatura. Algunos autores han encontrado buena
viabilidad en almacenamiento a humedades relativas de 4-5%. Las arcillas como
zeolita o caolin, se han empleado como formulacion inerte para incrementar la
viabilidad en almacenamiento a 4° y 30 °C con buenos resultados (GATO, 2010).
Adicionalmente, otros estudios han demostrado que la disminucion en la
viabilidad es causada principalmente por la temperatura del proceso de secado,
independientemente de la actividad acuosa (FERNANDEZ et al., 2012). En
ensayos con semillas de trigo recubiertas con esporas de Trichoderma atroviridae
en una base de goma, Xantano, se encontr0 que mientras menor sea la

temperatura y la humedad en el almacenamiento, mayor sera la sobrevivencia de
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las esporas en almacenamiento (SWAMINATHAN et al., 2016). No obstante, los
resultados obtenidos difieren con los antes ya definido, por lo que se puede decir
que el proceso de secado pudo haber intervenido de manera negativa. Burges,
1998, argumento6 que el retraso en la germinacion de los conidios posiblemente se

debe a la deshidratacion de los mismos durante el tiempo de almacenamiento.

El aumento de la temperatura durante la preparacion de la formulacion puede
jugar un papel importante en la viabilidad en almacenamiento. Cuando esporas de
T. harzianum fueron formuladas en silica gel con y sin calentamiento, exhibieron
una viabilidad mas alta con un secado lento. En almacenamiento la viabilidad bajo
mas rapido con humedades y temperaturas altas (PEDRESCHI & AGUILERA,
1997). En nuestro caso las temperaturas durante la formulacién nunca excedieron
a la del ambiente y el proceso de secado fue durante 24 horas, para lo cual,
lamentablemente, no se determiné la velocidad del mismo, por lo que es dificil

comparar nuestros resultados con los de Pedreschi y Aguilera.

En el mercado mundial existen diferentes productos a base de Trichoderma
harzianum como RootShield® WG, PlantShield® WP y Rootmate® WG, para los
que los fabricantes estimaron una vida Util de 6 meses a temperatura entre 10° y
25°C y de 9 meses si el almacenamiento se realiza entre 0° y 10°C (SANTOS et
al, 2012). Teniendo en cuenta lo anterior, y segun los resultados obtenidos, se
estima un tiempo de vida util de un mes para la formulacion granulada producida,
sin embargo, se considera pertinente realizar ensayos entre 1 mes y 6 meses de

almacenamiento para calcular la viabilidad en dicho intervalo.
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X. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Es factible obtener una formulacion granulada con base en esporas de
Trichoderma spp, que una vez hidratada, pueda crecer y esporular a
expensas del almidén del granulo, multiplicar el inéculo y crear focos de
infeccion.

La mejor formulacion para un éptimo crecimiento bajo las condiciones de
estudio fue a una concentracién de 10’ esporas/g con sales minerales, las
cuales resultaron cruciales para lograr una mayor esporulacion.

Las cepas de Trichoderma utilizadas, lograron aumentar el crecimiento de
las plantulas de tomate, aunque este efecto se observdé mejor en las
formulaciones liquidas, debido probablemente a que en estas, las esporas
estan en contacto directo con la semilla, mientras que en el granulo, deben
crecer y esporular para aumentar su indculo.

Las formulaciones granuladas parecen bridarle a las plantas cierta
proteccién contra periodos moderados de sequia, aunque pareciera ser un
efecto fisico por la presencia del material del granulo.

De forma general, la temperatura en almacenamiento es un factor muy
importante para mantener una buena viabilidad de las esporas por largos
periodos de tiempo, sugiriéndose una temperatura a 8°C como ideal.

A los seis meses de almacenamiento, la viabilidad de todos los tratamientos
cayo drasticamente.

Se sugiere realizar formulaciones con mayor nimero de esporas y otras
sales minerales para comprobar si es posible aumentar el crecimiento del
hongo o disminuir el tiempo para lograr esto.

Como los datos sugieren que la presencia del granulo en los pequefios
orificios de las bandejas, pudo afectar negativamente el desarrollo de las
plantulas, se recomienda la realizacion de ensayos de campo, donde no

haya limitantes de espacio para el desarrollo de la planta.
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e Se debe estudiar el potencial hidrico del suelo en los orificios de las
bandejas para comprobar si la presencia del mismo, puede afectar

positivamente el estatus hidrico de las plantulas.
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XIl.  ANEXOS

CONCENTRACION DE GRANULOS 108 Y 107
Datos estadisticos
11.1 Normalidad (TV118, TV190, TV200, concentracion 109

Normal Probability Plot of TV118

1.5

1.0+ +

0.5

Ordered Data X 10EQ

0.0+

-2 -1 0 1 2
Rankits
Shapiro-Wilk W 0.8597 P(W) 0.1193 8 cases

W debe ser > 0,88

Para los datos de concentracion de granulos en 10° los resultados mostraron un
valor de w = 0,8597, por lo que al no asumir el supuesto, los errores no se
distribuyen de una forma normal.

Independencia de los errores:

P debe ser > a = 0,05

Los datos para la concentracién de 10° sefialan un P = 0,7429, se cumple el
supuesto por lo que los errores son entonces independientes. (Anexo 11.1)

-Statistix 8.0
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Runs Test for TV118

Median 4,100E+08
Values Above the Median 4
Values below the Median 4
Values Tied with the Median 0
Runs Above the Median 2
Runs Below the Median 2
Total Number of Runs 4
Expected Number of Runs 5.0

P-Value, Two-Tailed Test 0.7429
Probability of getting 4 or fewer runs 0.3714
Probability of getting 4 or more runs  0.8857

Cases Included 8 Missing Cases 0

Normal Probability Plot of TV190

Ordered Data X 10E8
[67]

-2 -1 0 1

Rankits
Shapiro-Wilk W 0.8520 P(W) 0.0999 8 cases

W debe ser > 0,88

Para los datos de concentracion de granulos en 10° los resultados mostraron un
valor de w = 0,8520, por lo que al no cumplir el supuesto, los errores no se

distribuyen de una forma normal.

Independencia de los errores:
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P debe ser > a = 0,05

Los datos para la concentracion de 10° sefialan un P = 0,7429, se cumple el

supuesto por lo que los errores son entonces independientes.

-Statistix 8.0
Runs Test for TV190

Median 2.725E+08
Values Above the Median 4
Values below the Median 4
Values Tied with the Median 0
Runs Above the Median 3
Runs Below the Median 3
Total Number of Runs 6
Expected Number of Runs 5.0

P-Value, Two-Tailed Test 0.7429
Probability of getting 6 or fewer runs 0.8857
Probability of getting 6 or more runs  0.3714

Cases Included 8 Missing Cases 0

Normal Probability Plot of TV200

1.8
+
o
O 124 +
bad
[0]
©
]
o
o
o 06-
O +
+
+
+ + 7
0.0
2 p 0 1 2
Rankits

Shapiro-Wilk W 0.7553 P(W) 0.0093 8 cases
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W debe ser > 0,88

Para los datos de concentracion de granulos en 10° los resultados mostraron un
valor de w = 0,7553, por lo que al no cumplir el supuesto, los errores no se

distribuyen de una forma normal.

Independencia de los errores:

P debe ser > a = 0,05

Los datos para la concentracion de 10° sefialan un P = 0,0571, se cumple el

supuesto por lo que los errores son entonces independientes.

-Statistix 8.0
Runs Test for TV200

Median 3.275E+08
Values Above the Median 4
Values below the Median 4
Values Tied with the Median 0
Runs Above the Median 1
Runs Below the Median 1
Total Number of Runs 2
Expected Number of Runs 5.0

P-Value, Two-Tailed Test 0.0571
Probability of getting 2 or fewer runs 0.0286
Probability of getting 2 or more runs  1.0000

Cases Included 8 Missing Cases 0

-Statistix 8.0
Shapiro-Wilk Normality Test

Variable N W P

TV118 8 0.8597 0.1193
TV190 8 0.8520 0.0999
TV200 8 0.7553 0.0093
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11.2 Normalidad (TV118, TV190, TV200, concentraciéon 109

Normal Probability Plot of TV118

Ordered Data X 10E8
(4]

-2 -1 0 1 2
Rankits
Shapiro-Wilk W 0.9074 P(W) 0.3360 8 cases

W debe ser > 0,88

Para los datos de concentracion de granulos en 107 los resultados mostraron un
valor de w = 0,9074, por lo que al cumplir el supuesto, se asume que los errores
se distribuyen de una forma normal.

Independencia de los errores:
P debe ser > a =0,05

Los datos para la concentracion de 107 sefialan un P = 0,0571, se cumple el
supuesto por lo que los errores son entonces independientes. (Anexo 11.2)

-Statistix 8.0
Runs Test for TV118

Median 3.900E+08
Values Above the Median 4
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Values below the Median 4
Values Tied with the Median 0
Runs Above the Median 1
Runs Below the Median 1
Total Number of Runs 2
Expected Number of Runs 5.0

P-Value, Two-Tailed Test 0.0571
Probability of getting 2 or fewer runs 0.0286
Probability of getting 2 or more runs  1.0000

Cases Included 8 Missing Cases 0

Normal Probability Plot of TV190

Ordered Data X 10E8
N
Jr

-2 -1 0 1 2
Rankits
Shapiro-Wilk W 0.8509 PW) 0.0972 8 cases

W debe ser > 0,88

Para los datos de concentracion de granulos en 107 los resultados mostraron un
valor de w = 0,8509, por lo que al no cumplir el supuesto, se asume que los
errores no se distribuyen de una forma normal.

Independencia de los errores:
P debe ser > a = 0,05

Los datos para la concentracién de 107 sefialan un P = 0,0571, se cumple el
supuesto por lo que los errores son entonces independientes. (Anexo 11.2)
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-Statistix 8.0
Runs Test for TV190

Median 3.300E+08
Values Above the Median 4
Values below the Median 4
Values Tied with the Median 0
Runs Above the Median 1
Runs Below the Median 1
Total Number of Runs 2
Expected Number of Runs 5.0

P-Value, Two-Tailed Test 0.0571
Probability of getting 2 or fewer runs 0.0286
Probability of getting 2 or more runs  1.0000

Cases Included 8 Missing Cases 0

Normal Probability Plot of TV200

1.5
+
o
w
© 10/
< +
©
" +
A
o
g
S 051
O
+ +  + o+
0.0
2 E 0 1
Rankits

Shapiro-Wilk W 0.7997 P(W) 0.0284 8 cases

W debe ser > 0,88
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Para los datos de concentracion de granulos en 107 los resultados mostraron un
valor de w = 0,7997, por lo que al no cumplir el supuesto, se asume que los

errores no se distribuyen de una forma normal.

Independencia de los errores:

P debe ser > a = 0,05

Los datos para la concentracion de 107 sefialan un P = 0,0571, se cumple el

supuesto por lo que los errores son entonces independientes. (Anexo 11.2)

-Statistix 8.0
Runs Test for TV200

Median 4.455E+08
Values Above the Median 4
Values below the Median 4
Values Tied with the Median 0
Runs Above the Median 1
Runs Below the Median 1
Total Number of Runs 2
Expected Number of Runs 5.0

P-Value, Two-Tailed Test 0.0571
Probability of getting 2 or fewer runs 0.0286
Probability of getting 2 or more runs  1.0000

Cases Included 8 Missing Cases 0

-Statistix 8.0
Shapiro-Wilk Normality Test

Variable N W P

TV118 8 0.9074 0.3360
TV190 8 0.8509 0.0972
TV200 8 0.7997 0.0284

11.3 Kruskal-walis (TV118, TV190, TV200, concentraciéon 109

-Statistix 8.0
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Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of TV118 by V6
V6 Mean Homogeneous Groups

1 5.7500 A

0 3.2500 A

Alpha 0.05

Critical Z Value 1.960 Critical Value for Comparison 3.3948
There are no significant pairwise differences among the means.
-Statistix 8.0

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of TV190 by V6
V6 Mean Homogeneous Groups

1 6.2500 A

0 2.7500 B

Alpha 0.05

Critical Z Value 1.960 Critical Value for Comparison 3.3948
All 2 means are significantly different from one another.

-Statistix 8.0

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of TV200 by V6
V6 Mean Homogeneous Groups

1 6.5000 A

0 2.5000 B

Alpha 0.05

Critical Z Value 1.960 Critical Value for Comparison 3.3948
All 2 means are significantly different from one another.

11.4 Kruskal-wallis (TV118, TV190, TV200, concentracion 10 %
-Statistix 8.0

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of TV118 by V7

V7 Mean Homogeneous Groups

1 6.5000 A

0 2.5000 B

Alpha 0.05

Critical Z Value 1.960 Critical Value for Comparison 3.3948

All 2 means are significantly different from one another.

-Statistix 8.0

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of TV190 by V7
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V7 Mean Homogeneous Groups
1 6.5000 A
0 2.5000 B

Alpha 0.05

Critical Z Value 1.960 Critical Value for Comparison 3.3948
All 2 means are significantly different from one another.

-Statistix 8.0

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of TV200 by V7
V7 Mean Homogeneous Groups

1 6.5000 A

0 2.5000 B

Alpha 0.05

Critical Z Value 1.960 Critical Value for Comparison 3.3948
All 2 means are significantly different from one another.

Andalisis No paramétrico

Para todos los tratamientos de las distintas cepas (TV118, TV190 y TV200) se
aplicé una prueba de comparacion de medias (Kruskal-wallis all comparisons test)
en el que éstas se dividen en dos (2) grupos (A y B) donde se diferencian o no

significativamente uno del otro.

Segun los resultados obtenidos, para la comparacion de los tratamientos Con Sal
y Sin Sal, ambas concentraciones (10° y 10”) mostraron diferencia significativa

entre ellos, es decir, no son un grupo homogéneo.

Posteriormente, la concentracién 10”7 Con Sal se tomé como concentracion ideal
para su uso en los siguientes ensayos, ya que resultd ser la que mayor cantidad
de esporas produjo asumiéndose asi un mejor beneficio para la planta y su

desarrollo.

11.5 Varianza (TV118, TV190, TV200 concentracion 109

-Statistix 8.0
One-Way AQV for TV118 by V6

Source DF SS MS F P

V6 1 2.628E+17 2.628E+17 1.11 0.3327
Error 6 1.421E+18 2.368E+17

Total 7 1.683E+18



Grand Mean 5.94E+08 CV 81.95
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.08 1 0.7783
Cochran's Q 0.5871
Largest Var / Smallest Var 1.4220

Component of variance for between groups 6.510E+15
Effective cell size 4.0

V6 Mean

0 4.13E+08

1 7.75E+08

Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 2.433E+08
Std Error (Diff of 2 Means) 3.441E+08

Homogeneidad de los errores.

P debe ser >a =0.05

Los datos de concentracién 10° en los distintos tratamientos arrojaron un P=
0.7783, siendo > 0.05 se cumple con el supuesto, por lo tanto las varianzas son

homogéneas.

-Statistix 8.0
One-Way AOQOV for TV190 by V6

Source DF SS MS F P

V6 1 2574E+17 2.574E+17 6.09 0.0486
Error 6 2.535E+17 4.226E+16

Total 7 5.109E+17

Grand Mean 3.62E+08 CV 56.81
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 3.44 1 0.0638
Cochran's Q 0.9293
Largest Var / Smallest Var 13.145

Component of variance for between groups 5.379E+16
Effective cell size 4.0

V6  Mean

0 1.83E+08

1 5.41E+08

Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 1.027E+08
Std Error (Diff of 2 Means) 1.454E+08
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Homogeneidad de los errores.
P debe ser > a =0.05

Los datos de concentracién 10° de los distintos tratamientos arrojaron un P=
0.0638, siendo < 0.05 no se cumple con el supuesto, por lo tanto las varianzas no
son homogéneas.

-Statistix 8.0
One-Way AQV for TV200 by V6

Source DF SS MS F P

V6 1 1.217E+18 1.217E+18 5.98 0.0500
Error 6 1.220E+18 2.033E+17

Total 7 2.437E+18

Grand Mean 5.84E+08 CV 77.25
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 10.9 1 0.0009
Cochran's Q 0.9964
Largest Var / Smallest Var 278.26

Component of variance for between groups 2.534E+17
Effective cell size 4.0

V6  Mean

0 1.94E+08

1 9.74E+08

Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 2.255E+08
Std Error (Diff of 2 Means) 3.189E+08

Homogeneidad de los errores:
P debe ser > a =0.05

Los datos de concentracion 10° de los distintos tratamientos arrojaron un P=
0.0009, siendo < 0.05 no se cumple con el supuesto, por lo tanto las varianzas no
son homogéneas.
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11.6 Varianza (TV118, TV190, TV200 concentracion 107

-Statistix 8.0
One-Way AQV for TV118 by V7

Source DF SS MS F P

V7 1 2.381E+17 2.381E+17 26.2 0.0022
Error 6 5.455E+16 9.092E+15

Total 7 2.926E+17

Grand Mean 4.13E+08 CV 23.12
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 1.03 1 0.3100
Cochran's Q 0.7874
Largest Var / Smallest Var 3.7026

Component of variance for between groups 5.724E+16
Effective cell size 4.0

V7 Mean

0 2.40E+08

1 5.85E+08

Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 4.768E+07
Std Error (Diff of 2 Means) 6.742E+07

Homogeneidad de los errores:

P debe ser > a =0.05

Los datos de concentracién 107 de los distintos tratamientos arrojaron un P=
0.3100, siendo > 0.05 se cumple con el supuesto, por lo tanto las varianzas son

homogéneas.

-Statistix 8.0
One-Way AOQOV for TV190 by V7

Source DF SS MS F P

V7 1 2.720E+17 2.720E+17 20.2 0.0041
Error 6 8.072E+16 1.345E+16

Total 7 3.527E+17

Grand Mean 3.81E+08 CV 30.47
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 4.08 1 0.0434
Cochran's Q 0.9459
Largest Var / Smallest Var 17.476
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Component of variance for between groups 6.463E+16
Effective cell size 4.0

V7  Mean

0 1.96E+08

1 5.65E+08

Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 5.799E+07
Std Error (Diff of 2 Means) 8.202E+07

Homogeneidad de los errores:
P debe ser > a = 0.05

Los datos de concentracion 10° de los distintos tratamientos arrojaron un P=
0.0434, siendo < 0.05 no se cumple con el supuesto, por lo tanto las varianzas no
son homogéneas.

-Statistix 8.0
One-Way AOV for TV200 by V7

Source DF SS MS F P

V7 1 2.121E+18 2.121E+18 55.4 0.0003
Error 6 2.296E+17 3.827E+16

Total 7 2.350E+18

Grand Mean 5.91E+08 CV 33.08
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 17.0 1 0.0000
Cochran's Q 0.9997
Largest Var / Smallest Var 2981.4

Component of variance for between groups 5.206E+17
Effective cell size 4.0

V7  Mean

0 7.65E+07

1 1.11E+09

Observations per Mean 4
Standard Error of a Mean 9.782E+07
Std Error (Diff of 2 Means) 1.383E+08

Homogeneidad de los errores:

P debe ser >a =0.05

59



Los datos de concentracion 10° de los distintos tratamientos arrojaron un P=
0.0000, siendo < 0.05 no se cumple con el supuesto, por lo tanto las varianzas no
son homogéneas. (Anexo 11.6)

11.7 Normalidad peso seco aéreo y radical

Normal Probability Plot of Aereo

10 -

Ordered Data X 10E-2

-3 -2 -1 0 1 2 3

Rankits
Shapiro-Wilk W 0.9567 P(W) 0.0002 140 cases
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Normal Probability Plot of Raiz

4.1

3.3

2.5

1.7 1

Ordered Data X 10E-2

0.8

0.1

+

R i

2 -1 0 1 2

Rankits
Shapiro-Wilk W 0.9646 P(W) 0.0011 140 cases

W debe ser > 0.88

La prueba para determinar normalidad en el peso seco de la parte aérea y la parte
radical en los diferentes tratamientos sefial6 un W = 0.9567 y W = 0.9646
respectivamente, por lo que se cumpli6 con el supuesto en los dos casos,
indicandose que los errores se distribuyen de una forma normal.

11.8 Krukal — Wallis peso seco aéreo y radical

Statistix 8.0
04:50:30 p.m.

Kruskal-Wallis

Trata

S oY O I DN W

Alpha

87.
85.
79.
66.
65.
52.
52.
43.

Mean
500
354
889
500
500
778
059
846

matriz peso seco, 18/10/2016,

All-Pairwise Comparisons Test of Aereo by Trata

Homogeneous Groups
A
AB
AB
AB
AB
AB
AB
B

0.05

Critical Z Value 3.124
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There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Statistix 8.0 matriz peso seco, 18/10/2016,
04:49:45 p.m.

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of Raiz by Trata

Trata Mean Homogeneous Groups
86.038 A
84.556 A
84.479 A
73.176 AB
67.656 AB
50.944 AB
46.692 AB
40.676 B

o P> 00U dWN

Alpha 0.05

Critical Z Value 3.124

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

-Peso seco aéreo
P debe ser < a =0.05

Los resultados para la prueba arrojaron un P= 0.0056, por lo que se asume que
hay diferencias significativas en el peso seco de la parte aérea de los tratamientos.

Posteriormente se aplic6 una prueba de comparaciéon de medias (Kruskal-wallis all
comparisons test) en donde éstas se dividieron en dos grupos (A 'y B) en el que se
diferenciaban o no significativamente uno de los otros.

Segun los resultados obtenidos, los tratamientos 2, 3, 5, 6, 7 y 8 (AB) no son
diferentes significativamente de ninguno de los otros tratamientos mientras que el
tratamiento 1 (A) se diferencia de manera significativa so6lo del tratamiento 4 (B) y
viceversa.

-Peso seco radical

P debe ser <a =0.05
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Los resultados obtenidos muestran un P = 0.0008, por lo tanto se asume que hay
diferencia significativa en el peso seco de la parte radical de los distintos
tratamientos.

Seguidamente, se aplicé una prueba de comparaciéon de medias en donde éstas
se dividen en dos grupos (A y B) los cuales se diferencian o no significativamente
uno de los otros.

Segun los resultados obtenidos en la prueba, los tratamientos 4, 5, 7y 8 (AB) no
se diferencian significativamente de ninguno de los demas tratamientos, mientras
que los tratamientos 1, 2 y 3 (A) son diferentes significativamente sélo del
tratamiento 6 (B).

11.9 Varianza peso seco aéreo y radical

Statistix 8.0 matriz peso seco, 18/10/2016,
04:45:04 p.m.

One-Way AOV for Aereo by Trata

Source DF SS MS F P
Trata 7 0.00731 0.00104 2.92 0.0072
Error 132 0.04726 0.00036
Total 139 0.05457
Grand Mean 0.0370 CVv 51.13
Chi-sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 9.75 7 0.2034
Cochran's Q 0.2320

Largest Var / Smallest Var 4.0638

Component of variance for between groups 3.972E-05

Effective cell size 17.3
Trata N Mean SE

1 26 0.0443 3.71E-03

2 18 0.0422 4.46E-03

3 24 0.0437 3.86E-03

4 13 0.0244 5.25E-03

5 16 0.0370 4.73E-03

6 17 0.0279 4.59E-03

7 17 0.0344 4.59E-03

8 9 0.0277 6.31E-03
Statistix 8.0 matriz peso seco, 18/10/2016,
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04:45:36 p.m.
One-Way AOV for Raiz by Trata

Source DF SS MS F P
Trata 7 0.00135 1.927E-04 3.82 0.0008
Error 132 0.00666 5.043E-05

Total 139 0.00801

Grand Mean 0.0134 Cv 53.00

Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 8.02 7 0.3310
Cochran's Q 0.1916

Largest Var / Smallest Var 2.7427

Component of variance for between groups 8.232E-06

Effective cell size 17.3
Trata N Mean SE

1 26 0.0165 1.39E-03

2 18 0.0154 1.67E-03

3 24 0.0159 1.44E-03

4 13 0.0089 1.97E-03

5 16 0.0132 1.78E-03

6 17 0.0080 1.72E-03

7 17 0.0137 1.72E-03

8 9 0.0098 2.37E-03

-Peso seco aéreo:
P debe ser > a =0.05

Los resultados obtenidos en la prueba de homogeneidad muestran un P = 0.2034.
Se cumple con el supuesto, por lo tanto las varianzas son homogéneas. (Anexo
11.9)

-Peso seco radical:
P debe ser > a =0.05

La prueba arrojo un P = 0.3310, por lo que se cumple con el supuesto y se asume
que las varianzas son homogéneas.

11.10 Independencia. Peso seco aéreo y radical

Runs Test for Aereo

Median 0.0355
Values Above the Median 70
Values below the Median 70
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Values Tied with the Median 0

Runs Above the Median 24

Runs Below the Median 24

Total Number of Runs 48

Expected Number of Runs 71.0

P-Value, Two-Tailed Test 0.0001
Probability of getting 48 or fewer runs 0.0000
Probability of getting 48 or more runs 1.0000
Cases Included 140 Missing Cases 0

Runs Test for Raiz

Median 0.0130
Values Above the Median 69
Values below the Median 68
Values Tied with the Median 3
Runs Above the Median 29
Runs Below the Median 29
Total Number of Runs 58
Expected Number of Runs 69.5
P-Value, Two-Tailed Test 0.0486
Probability of getting 58 or fewer runs 0.0243
Probability of getting 58 or more runs 0.9840

A value was counted as a tie with the Median if it was within 0.00001

Cases Included 140 Missing Cases 0

P debe ser > a =0.05

Para el caso del peso seco de la parte aérea de los distintos tratamientos, la
prueba arrojo un P = 0.0001, por lo tanto no se cumple con el supuesto, los
errores no son independientes. Para el caso del peso seco de la parte radical de
los diferentes tratamientos, la prueba mostré6 un P = 0.0486, a pesar de ser un
valor cercano al del supuesto, éste sigue sin cumplirse, por lo que se asumié
entonces que los errores no son independientes.

Por no cumplirse con uno de los supuestos, se aplicd posteriormente una prueba
no parameétrica para determinar si hubo o no diferencias significativas en el peso
seco de los tratamientos.
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11.11 Normalidad. Longitud de la planta

Statistix 8.0 04/10/2016,
05:41:44 p.m.

One-Way AOV for long by trata

Source DF Ss MsS F P
trata 7 63.635 9.09075 2.11 0.0506
Error 86 370.177 4.30438
Total 93 433.812
Grand Mean 7.8862 CV 26.31
Chi-Sq DF P

Bartlett's Test of Equal Variances 6.00 7 0.5395
Cochran's Q 0.2014
Largest Var / Smallest Var 2.9348
Component of variance for between groups 0.40849
Effective cell size 11.7
trata N Mean SE

1 14 7.5143 0.5545

2 11 8.3364 0.6255

3 13 8.3308 0.5754

4 10 8.0900 0.6561

5 13 8.3846 0.5754

6 11 8.6909 0.6255

7 13 6.0077 0.5754

8 9 8.0556 0.6916

W debe ser >0.88

Para los datos de longitud del tallo (desde la base del mismo hasta la yema apical)
los resultados estadisticos arrojaron un W= 0.9612, por ser >0.88 se prueba que
cumple con el supuesto, es decir, los errores se distribuyen de una forma normal.

11.12 Kruskal — Wallis. Longitud de la planta

Statistix 8.0 04/10/2016,
05:43:02 p.m.

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of long by trata

trata

O W U N o

56.
54.
53.
52.
49.

Mean Homogeneous Groups
636
500
692
692
611

b= i
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4 47.700 A
1 41.143 A
7 27.692 A
Alpha 0.05

Critical Z Value 3.124
There are no significant pairwise differences among the means.

Anéalisis No paramétrico:
P debe ser < a =0.05

Los valores arrojados tuvieron una P= 0.1467 por lo que no se asume el supuesto,
por lo tanto no hay diferencias significativas entre los valores.

Posteriormente, se aplicé una prueba de comparacion de medias (Kruskal-wallis
all comparisons test) en el que éstas se dividen en dos (2) grupos (A y B) donde
se diferencian o no significativamente uno del otro.

Segun los resultados obtenidos, ninguno de los tratamientos muestra diferencia
significativa entre ellos, es decir, son un grupo homogéneo.

11.13 Varianza. Longitud de la planta.

Statistix 8.0 04/10/2016,
05:41:44 p.m.

One-Way AOV for long by trata

Source DF SS MS F P
trata 7 63.635 9.09075 2.11 0.05006
Error 86 370.177 4.30438
Total 93 433.812
Grand Mean 7.8862 CV 26.31
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 6.00 7 0.5395
Cochran's Q 0.2014

Largest Var / Smallest Var 2.9348

Component of variance for between groups 0.40849
Effective cell size 11.7
trata N Mean SE

1 14 7.5143 0.5545
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2 11 8.3364 0.6255
3 13 8.3308 0.5754
4 10 8.0900 0.6561
5 13 8.3846 0.5754
6 11 8.6909 0.6255
7 13 6.0077 0.5754
8 9 8.0556 0.6916

Homogeneidad de los errores:
P debe ser>a =0.05

Los datos de longitud de los distintos tratamientos arrojaron un P= 0.5395, siendo
> 0.05 se cumple con el supuesto, por lo tanto las varianzas son homogéneas.
(Anexo 11.17)

11.14 Independencia. Longitud de la planta

Statistix 8.0 04/10/2016,
05:43:45 p.m.

Runs Test for long

Median 8.1500
Values Above the Median 47
Values below the Median 47
Values Tied with the Median 0
Runs Above the Median 14
Runs Below the Median 15
Total Number of Runs 29
Expected Number of Runs 48.0
P-Value, Two-Tailed Test 0.0001
Probability of getting 29 or fewer runs 0.0000
Probability of getting 29 or more runs 1.0000
Cases Included 94 Missing Cases O

P debe ser > a = 0.05

Los datos arrojaron un p valor de 0.0001, no cumpliendo con el supuesto, se
asume que los errores no son independientes. (Anexo 11.18)

Al no cumplirse con uno de los supuestos para el andlisis de varianza, se aplico
una prueba no paramétrica para determinar si hay o no diferencias significativas
entre los tratamientos.
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