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Resumen

La investigacion consistio en aislar, identificar y aplicar diferentes cepas de Trichoderma, multiplicadas por fermentacion liquida.
Los aislados fueron obtenido de cuatro provincias de la Amazonia Ecuatoriana de tres cultivos. Las cepas de Trichoderma fueron
seleccionadas mediante un screenning, el cual consistio en sumergir las semillas de maiz en una solucién 1x107 de esporas por
tratamiento y se dejo en reposo por una hora. Las inoculaciones se realizaron previo a la siembra cada 15 dias, hasta los 60 dias.
Posteriormente a la primera inoculacion de los tratamientos, se evalu6 la altura de planta, longitud y diametro de raices, como
resultado, se determiné que todos los tratamientos que incluian Trichoderma lograron un crecimiento notable en las raices a
diferencia del control. Se concluye que los aislados MSPP-01-03 y MSPP-02-05 actiian como promotores del crecimiento radical
de plantas de maiz.

Palabras claves: Bio-estimulantes; Raices; Amazonia; Estimulacion.

Isolation and evaluation of native strains of
Trichoderma spp. as root development promoter
Abstract

The research consisted of isolating, identifying, and applying different strains of Trichoderma, multiplied by liquid fermentation.
The isolates were obtained from four provinces of the Ecuadorian Amazon from three crops. The Trichoderma strains were
selected by screening, which consisted of submerging the corn seeds in a 1x107 solution of spores per treatment and left to rest
for one hour. Inoculations were performed before sowing every 15 days until 60 days. After the first inoculation of the treatments,
the plant height, length, and diameter of roots were evaluated, as a result, it was determined that all the treatments that included
Trichoderma achieved remarkable growth in the roots in contrast to the control. It is concluded that the isolates MSPP-01-03 and
MSPP-02-05 act as promoters of root growth of maize plants.
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I. INTRODUCCION

El uso de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal es en la actualidad una
considerable herramienta para la agricultura, las
interacciones rizosféricas entre plantas y estos
son determinantes y fundamentales en la sanidad
de cultivos, la fertilidad del suelo y productividad
(Martinez-Medina et al., 2016; Souza et al., 2015).
Actualmente en el pais se ha aumentado el interés
de estudiar nuevas especies de Trichoderma spp.,
en diferentes habitats, que sirvan de biocontrol
para diversos patégenos y a la vez de estimuladores
vegetales. Ecuador esta situado entre los 20 paises
megadiversos del mundo y la regiéon amazobnica
cuenta con una diversidad de microorganismos
que pueden tener beneficio para la agricultura
moderna (Velazquez, 2019).

Hace 90 afios se dieron los primeros trabajos
de Weindling, (1932)
spp. como controlador de fitopatégenos, en el
Ecuador el uso de microorganismos benéficos

usando Trichoderma

para biocontrol se tiene reportes a partir del
afio 2003 en la prevencion de enfermedades del
cultivo de cacao (Evans et al., 2003; Holmes et
al., 2004). El hongo Trichoderma spp. a mas de
servir de biocontrolador, coloniza la zona de las
raices limitandose a las capas externas de la raiz
y no penetra en el haz vascular, esta simbiosis
mejora el desarrollo de las plantas (Poveda, 2020).
Algunas interacciones ocurren a distancia, por la
generacion de compuestos volatiles y secrecidon
de factores difusibles, mientras que otros modos
dependen de la colonizacion por micelios fingicos
(Taylor et al., 2022).

Algunasespeciesde Trichoderma producen altas
concentraciones de &acido indol-3-acético (AIA),
este es una de las fitohormonas més importantes

que se distribuye ampliamente y es esencial en
las plantas. Las aplicaciones exoégenas de AIA
estimulan formacion de raicesy acrecentamiento de
pelos radicales y mejora la absorcion de nutrientes,
lo que conlleva al aumento de biomasa vegetal
(Fu et al., 2015). En la actualidad se demostrado
que la aplicaciéon de T. atroviride en el momento
del trasplante desarrolld el tamano radicular de
diversos cultivos de hortalizas (Colla et al., 2015).
Do Amaral y compania (2022), observaron que,
usando varios aislados de Trichoderma spp.,
estimularon el crecimiento de Vigna unguiculata,
aumentando el peso de raices y de las plantas hasta
en un 48,62 % mientras que, Gonzalez-Pérez et
al (2018) evaluaron la interaccion Arabidopsis y
Trichoderma spp., donde probaron T. atroviride
y T. virens, lo que causo el aumento significativo a
los 3 y 5 dias después de la inoculaciéon con ambas
cepas.

El siguiente trabajo de investigacion tubo como
objetivos, aislar y evaluar cepas de Trichoderma
spp., obtenidos de suelo de cultivos de pitahaya,
cacao y maiz, como promotor de desarrollo
radicular, este trabajo se lo realizo en invernadero
sobre plantas de maiz.

II. METODOLOGIA

La investigacion se realiz6 en el laboratorio
e invernadero del Departamento de Proteccion
Vegetal de la Estacion Experimental Central de
la Amazonia (INIAP), ubicado en la Provincia de
Orellana, cantén Joya de los Sachas.

Los aislados de Trichoderma spp., fueron
obtenidos de muestras de suelo de cultivos de
Pitahaya provincia de Morona Santiago, cacao prov.
del Tena, maiz prov. de Orellana y Sucumbios, los
que se muestran en la tabla y figura 1.

Tabla 1. Detalle del muestreo de suelo de diferentes cultivos y lugares para el aislamiento de
Trichoderma spp., como promotor de crecimiento radicular.

Ne Cédigo Provincia Canton Cultivar Coordenadas

1 MSPP-01 Morona Santiago Palora Pitahaya 18 M 171603 9814764
2 MSPP-02 Morona Santiago Palora Pitahaya 18 M 166409 9803956
3 MSPP-03 Morona Santiago Palora Pitahaya 17 M 829615 9811850
4 NTC-01 Napo Tena Cacao 18 M 206783 9881979
5 NTC-02 Napo Tena Cacao 18 M 212202 9880511
6 NTC-03 Napo Tena Cacao 18 M 204447 9882044
7 0OJSM-01 Orellana Joya de los Sachas Maiz 18 M 284936 9964248
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8 0OJSM-02 Orellana Joya de los Sachas Maiz 18 M 284156 9970318
9 0OJSM-03 Orellana Joya de los Sachas Maiz 18 M 288844 9958368
10 SSM-01 Sucumbios Shushufindi Maiz 18 M 313474 9983484
11 SSM-02 Sucumbios Shushufindi Maiz 18 M 278699 9992347
12 SSM-03 Sucumbios Shushufindi Maiz 18 M 291938 9989035
Figura 1. Puntos de muestreos por localidad.
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MUESTREO DE SUELO una solucion de suelo de 1x107. Partiendo de

Para la toma de muestras se seleccionaron tres
plantaciones comerciales con manejo convencional
para los cultivos de pitahaya,
seleccionaron cultivares nativos (tusilla) y de alto

en maiz se

rendimiento (hibridos), y cacao.

Para la obtencién de las muestras se necesito la
ayuda de un barreno con el que se recolect6 suelo
de los primeros 15 cm de profundidad eliminando
la materia orgéanica superficial de cada sitio y
se colocaron en bolsas de polietileno estériles
(Fisherbrand®) y se trasladaron al laboratorio
para su analisis.

AISLAMIENTO

Para el aislamiento se utilizé la metodologia
definida por Zhou et al., (2020) (modificada),
donde se tomo6 un gramo de suelo/muestra y se lo
coloco en 9 mL de agua esterilizada para obtener

esa suspension se realizaron diluciones seriadas
hasta la 1x10°°. Para sembrarse en 5 platos Petri/
muestra con medio de cultivo rosa de bengala
y se incubaron por 72 horas. Los crecimientos
con caracteristicas a Trichoderma spp., se los
transfirié a papa dextrosa agar (PDA), utilizando el
procedimiento de punta de hifa (Dou et al., 2019),
se logré cultivos monoconidiales los cuales se los
conservo en viales de vidrio en refrigeracion.

OBTENCION DEL INOCULO

Utilizando la técnica de Halifu et al., (2019)
(modificada), los aislados seleccionados se los
sembro6 en papa dextrosa agar (PDA) enriquecido
con antibiético, incubandose a (+) 28°C durante
cinco dias, cuando cumplieron el tiempo establecido
de crecimiento, con la ayuda de un saca bocado de
5 mm se obtuvieron discos y estos se los coloco
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en matraces que contenian medio liquido (30 g/L
de glucosa y 2.8 g/L de levadura), mas una Barra
magnética recubierta de teflon esterilizada de 10
mm (Said, 2007), los matraces fueron colocados en
un agitador magnético a 300 rpm, por 72 horas, la
solucibén resultante fue centrifugada a 8.000 rpm,
el sobrenadante fue utilizado para la aplicaci6on
(10° esporas/mL).

SCREENING DE SELECCION

Para la seleccion preliminar, se realizé un
screening, probando cada uno de los aislados
obtenidos, ha estos se los multiplico de forma
liquida y la solucién resultante 1x10° mL™* se la
coloco sobre 10 semillas de maiz (DEKALB 7088)
y se las dejo en remojo por el lapso de una hora.
Una vez que se cumpli6 el tiempo estipulado se las
ubico en vasos esterilizados de polietileno de 500
mL con tapa y en su interior papel absorbente, y
permanecieron a temperatura ambiente 28/30 + 3
°Cy fotoperiodo 12 h luz/12 h oscuridad). Después
dela germinacion se retir6 la tapa de los recipientes
y a los 21 dias se evalu6 donde se tomo6 en cuenta
largo de planta y raices.

SIEMBRA

La siembra se la realizd en bolsas de polietileno
negras para vivero, las que se rellenaron con un
sustrato estéril a base de arena, tierra negra y
humus de lombriz, (2:1:1, v/v/v), y se sembro
2 semillas (DEKALB 7088) por bolsa y luego
de la germinacion se efectué un raleo donde se
dejo la planta mas vigorosa, y se las mantuvo
en condiciones de invernadero a 33/23 + 3 °C, y
fotoperiodo 12 h luz/12 h oscuridad).

MANEJO DEL EXPERIMENTO

Para la instalacion del ensayo se utiliz6
el métodos descrito por Halifu et al. (2019)
(modificada) en el que se efectuaron inoculaciones
quincenales de liquida de
Trichoderma, donde se aplic6 cinco mL de una
suspensiéon de esporas (10°/mL) en drench. La
primera aplicacidn se la realizo dos dias después de
la emergencia de las plantas, en total se realizaron

una solucién

cuatro aplicaciones hasta el dia de la evaluaci6on
(60 dias). El riego se realizd6 de acuerdo con las
necesidades hidricas de las plantulas.

48 |

DISENO EXPERIMENTALY TRATAMIENTOS

Para ambas fases (screening y evaluacién)
se manej6 un Disefio Completamente al Azar
(DCA), y para el procesamiento de los resultados
se utiliz6 diez tratamientos con cuatro réplicas.
Los tratamientos se enuncian a continuacién en la
tabla 2.

Tabla 2. Detalles de los tratamientos evaluados en
invernadero como promotores de crecimiento radicular.

Tratamiento Cédigo/muestra
T1 MSPP-01-03
T2 MSPP-01-10
T3 MSPP-02-04
T4 MSPP-02-05
TS MSPP-02-06
T6 MSPP-03-01
T7 0OJSM-01-05
T8 OJSM-03-01
T9 SSM-01-03
T10 Control

PARAMETROS DE ESTUDIO

Cuando las plantas cumplieron 60 dias se
realiz6 la evaluaciéon destructiva arrancando
cuidadosamente las plantas de las bolsas y se
estudiaron los siguientes parametros.

o Altura de planta (cm)

«  Diametro de planta (cm)

«  Longitud de raices (cm)

e Pesoderaices (g)

PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Los
estadisticamente por medio de un anélisis de
varianza (ANOVA), y las medias se cotejaron
mediante prueba de rango multiple de Tukey a
(P<0,05). Para los analisis estadisticos se utiliz6 el
software SPSS, (version 20 para Windows) y para

datos experimentales se compararon

los graficos Statgraphics Centurion.

III. RESULTADOS
AISLAMIENTO E
MORFOLOGICA

Se recolectaron 12 muestras de suelo, de las que

IDENTIFICACION

logro aislar 120 hongos con tipologias similares
a Trichoderma spp., esto se pudo corroborar
con la ayuda de claves dicotémicas (Barnett &



Hunter, 1998; Samuels, 1996; Samuels & Hebbar,
2015). Ademaés, se examinaron las caracteristicas
culturales, incluyendo el crecimiento y coloraci6on
de la colonia, en agar papa dextrosa (Figura 2.).
Los aislados estudiados crecieron rapidamente
en PDA y mostraron diferentes particularidades
morfologicas, como micelio blanco uniforme
y esponjoso, luego esporularon profusamente
produciendo masas de esporas verdes en parches o
en anillos definidos concéntricos prominentes. El

Suarez. Aislamiento y evaluacion de cepas nativas de Trichoderma spp.

color verde vario de tono en cada uno de las cepas.

Rifai, (1969) se refiri6 sobre Trichoderma,
como un hongo septado y una produccion de
conidi6foros ramificados. Ademas, reseiid que las
especies de Trichoderma forman colonias flocosas
o en mechones de varios colores (blanco, amarillo,
verde), que pueden utilizarse para identificar y
diferenciar varias especies del género. Resultados
similares fueron reportados por (Gams & Bissett,
2002; Jaisani & Pandey, 2017).

Figura 2. Caracteristica macro y microscopica de los aislamiento obtenidos en doce muestreos

en cuatro provincias de la Amazonia Ecuatoriana. A, morfologia de las distintas colonias de

trichoderma spp., de diez dias en PDA. B, morfologia microscopica de las distintas colonias de
trichoderma spp., de diez dias en PDA.

SCREENING DE SELECCION
Se seleccionaron 58 de 120 aislamientos y, se
realizaron varios Screenning de discriminacién de

cada cepa para determinar distintas caracteristicas
entre si y que muestren un rapido crecimiento
(figura 3).

Figura 3. Efecto de la aplicacion de Trichoderma spp., en plantas de maiz bajo invernadero.

Como se muestra en la Figura 4, los resultados
del escreaning se tiene la seleccion de nueve
aislamientos (tres mejores aislados de cada

variable), los cuales se utilizaron en el montaje de
este trabajo de investigacion.
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Figura 4. Caracteristicas de los aislados seleccionados como promotores de crecimiento radicular.
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ESTIMULADORES RADICULARES

ALTURA

La variable altura se vio significativamente
influenciada por los tratamientos. Sobresaliendo
la cepa MSPP-02-05 que presentd la mayor altura
promedio de 180 cm, seguido por OJSM-03-01 con
175 ecm y SSM-01-03 con 174 cm. El tratamiento
control T10 presento la menor altitud 156 cm.

DIAMETRO

Seobservoundiametrode cafiaestadisticamente
idéntico entre todos los tratamientos, el mayor lo
registraron las cepas MSPP-02-05, MSPP-02-06
y OJSM-01-05 con 19 mm, el tratamiento control
T10 registro 17 mm.

significativamente determinada por la incidencia
de cada uno de los tratamiento, el mayor valor lo
registro la cepa MSPP-02-04 con 75 cm, seguido
por MSPP-01-10 con 68 cm, a diferencia del
control T10 que registro 41 cm de longitud. Los
tratamientos T1, T2, T3, T4, T5 y T6 resultaron ser
estadisticamente diferente a los demas.

PESO DE RAICES

El mayor peso de las raices se registr6 en el
aislado MSPP-01-03 con 44 g, seguido MSPP-02-
05 con 37 g, sin embargo, la respuesta mas baja de
los tratamientos se obtuvo en la cepa OJSM-01-05
con 17 g, mientras tanto, el control registro 19 g.
Con lo que se refiere a esta variable si se encontrd
diferencias los aislados

significativas entre

estudiados (figura 5).

Figura 5. Respuesta de la aplicacién de una concentracién 106 esporas/mL
de Trichoderma spp., en plantas de maiz, bajo invernadero.
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IV. DISCUSION DE RESULTADOS

Diversas especies de Trichoderma son
utilizadas para el control biol6gico contra hongos
patogenos, y por su capacidad de produccién de
metabolitos que estimulan el crecimiento vegetal
(Hoyos-Carvajal et al., 2009). La altura de la planta
se podria considerar de importancia, diferentes
trabajos donde se ha aplicado Trichoderma se vio
influenciado positivamente un mayor desarrollo
en plantas de maiz en relacion al testigo, (Landero
Valenzuela et al., 2019; Le6n et al., 2018; Lopez,
2001). Las aplicaciones de Trichoderma en fresa
aumentaron el peso de las raices en un 32,9% al
afo de sus aplicaciones (Porras et al., 2007).

Varias investigaciones han documentado el
papel de los hongos del género Trichoderma como
promotores del crecimiento radical en los cultivos
de pepino y arroz (Vergara et al., 2020; Asuming-
Brempong, 2013; Silva et al., 2011). Estos trabajos
enfatizan la evidencia del potencial de Trichoderma
spp., a modo estimulador del desarrollo de las
plantas en asociacion a su capacidad de sintesis de
ATIA. Por otro lado, Kumar et al. (2017), sugiere que
muchas especies de Trichoderma spp., produce la
fitohormona auxina 4cido indol-3-acético (AIA).

Otros autores expresan que Trichoderma spp.,
mejora el desarrollo vegetal empleando varios
mecanismos de fomento del crecimiento que
incluyen mejorar la disponibilidad de nutrientes
a través de la solubilizacion y quelacion de
minerales (Harman, 2006), activando H*-ATPasa
de membrana plasmatica,
implicada en la promocién del aumento celular

una enzima clave

y en el alargamiento de la planta (Lopez-Coria
et al., 2016), mediante la liberacion de elicitores
(Nawrocka & Malolepsza, 2013) y la producciéon de
harzianolida (Cai et al., 2013).

Para Vargas et al., (2011) y Rebolledo et al.,
(2020) Trichoderma promueve el crecimiento de
las plantas y la aparicion de raices secundarias
mejorando la superficie radical y, en consecuencia,
la captaci6on y movilizacion de nutrientes. Todos
estos hechos se producen por el contacto directo
del hongo con la raiz o la emision de compuestos
organicos volatiles. Esta investigacién concuerda
con lo expresado por Cumagun, (2014) donde
indica que el nivel de desarrollo del crecimiento

Suarez. Aislamiento y evaluacion de cepas nativas de Trichoderma spp.

inducido por las especies de Trichoderma puede
ser superior en comparacion con el tratamientos
control.

V. DISCUSION DE RESULTADOS

Esta investigacion demostr6 la capacidad de
los aislados de Trichoderma spp., obtenidos en la
region Amazonica del Ecuador, como potenciales
estimuladores
microrganismo puede optimizar la absorcion de

radiculares, la aplicacion del
nutrientes, aumentar el crecimiento vegetal y
mejorar la tolerancia a los estreses abidticos. La
estimulacion del desarrollo de las plantas de maiz
que se describe en este estudio muy probablemente
es el resultado sinérgico de la accion metabolica de
cada microorganismo probado. pero de manera
especial el aislado MSPP-01-03 promovi6 la
longitud de las raices y pelos absorbentes, en
comparaciéon con los otros tratamientos, lo que
confirma lo detallado por varios investigadores,
que Trichoderma es capaz de estimular varias
partes vegetativas. No obstante, se necesitan
trabajos més especificos para estudiar a fondo
los mecanismos implicados en la estimulacién del
crecimiento radicular por parte del aislado MSPP-
01-03, ademas de la identificacion molecular de los
aislados seleccionados para esta investigacion.
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