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RESUMEN EJECUTIVO

El propdsito de este proyecto fue evaluar el efecto de Trichoderma harzianum sobre la
germinacion de semillas y crecimiento de plantulas de Swietenia macrophylla en condiciones
de vivero forestal. Se determind la variabilidad morfolégica de las semillas, viabilidad
mediante prueba de tetrazolio al 1% y se establecieron categorias de vigor. Se elaboraron
curvas de germinacion acumulada a partir del conteo diario de germinacion, expresado a
través de los parametros capacidad germinativa, vigor germinativo y velocidad de
germinacion. Se midieron los atributos morfoldgicos de las plantas cultivadas en vivero y las
relaciones indice de esbeltez, calidad de Dickson, altura/peso seco aéreo, peso seco aereo/peso
seco radical e indice de fibrosidad y se construyeron curvas presion volumen con la cdmara
de scholander. Se obtuvo variacion en las medidas de largo y ancho con valores medios de
35,04 y 20,21 mm respectivamente, mostrando una distribucién mas asimétrica el grosor de
las semillas, la prueba de viabilidad reportd mayor porcentaje en la categoria vigor alto con
84% de semillas viables y menor en la categoria no vigorosas con 16%. Los parametros de
germinacion reflejaron que T3 (mayor dosis de Trichoderma) resultd con mayor porcentaje
de germinacion y con un patron similar en cuanto al comportamiento de los pardmetros
morfologicos. Estos resultados indicaron el efecto de T. harzianum sobre la germinacion de
semillas y crecimiento de plantulas. Las curvas presion—volumen reflejaron diferencias
significativas entre el testigo (TO) y T3 excepto para el pardmetro potencial osmético a

turgencia cero (¥2).

Palabras claves: Trichoderma harzianum, germinacion, crecimiento en vivero, Swietenia
macrophylla



ABSTRACT

The purpose of this project was to evaluate the effect of Trichoderma harzianum on seed
germination and growth of seedlings of Swietenia macrophylla in nursery conditions. It was
determined the morphological variability of the seeds, viability using tetrazolium test 1%
and force categories were established. Curves of germination accumulated from the daily
count of germination, expressed through germination rate, germination vigor and
germination capacity parameters were developed. Morphological attributes of plants grown
in the nursery and the index relations of slenderness, Dickson, height/weight dry air, dry air
quality were measured / radical dry weight and rate of woodiness and curves built pressure
volume with the camera’s scholander. He was variation in the measures of length and width
with average values of 35.04 and 20.21 mm respectively, showing a more asymmetric
distribution the thickness of seeds viability, testing reported greater percentage in the
category force high with 84% of viable seeds and minor in no vigorous category with 16%.
Germination parameters reflected that T3 (highest dose of Trichoderma) resulted with
highest percentage of germination and a similar pattern in terms of the behavior of the
morphological parameters. These results indicated the effect of T. harzianum on seed
germination and growth of seedlings. Curves pressure-volume reflected significant
differences between (TO) and T3 witness except for the osmotic potential parameter to zero
turgor (¥2).

Key words: Trichoderma harzianum, germination, growth in nursery, Swietenia

macrophylla
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION

Swietenia macrohylla King (caoba), es una valiosa especie forestal de alta importancia
econdmica y ecoldgica por su diversidad de productos, usos y su amplia distribucién natural.
Se encuentra distribuida geograficamente en Belice, Brasil, Colombia, Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Per(, Venezuela y Ecuador
(Flora'y Fauna Internacional, 2006).

Es una de las especies maderables mas importantes en el comercio mundial. Se usa
principalmente para fabricar muebles y accesorios interiores, ha sido un componente importante
en la construccion de barcos (Lamb, 1966). El alto valor economico de la especie ha resultado
en la sobreexplotacion de casi todo su rango natural y esto, junto con altas tasas de
deforestacion, ha llevado a la especie a convertirse en un foco de creciente preocupacion
(Newton et al., 1996).

En la normativa forestal ecuatoriana se considera una especie de aprovechamiento
condicionado y se encuentra incluida en el Apéndice Il de la Convencidn sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES). También a todo
lo largo de su distribuciéon natural es considerada como una especie vulnerable, segin las
categorias y criterios de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN)
(Ministerio del Ambiente, 2017)

La sobreexplotacién de Swietenia macrohylla King en Ecuador con fines comerciales es la
principal problematica que enfrenta la especie, asociado a la falta de programas de manejo
sostenible, propagacion y conservacion, lo cual ha generado que sea declarada en veda. Es asi
que segun el Ministerio del Ambiente en el Ecuador en las provincias de Napo, Orellana y
Sucumbios las poblaciones de Swietenia macrohylla King casi han desaparecido. Actualmente
la poblacién mas importante se encuentra en las provincias de Pastaza y Morona Santiago con
alrededor de 4000 arboles de Swietenia macrohylla King, lo que justifica el fomento en vivero
de este importante reservorio forestal.

Para la especie Swietenia macrohylla King es importante que se establezcan nuevos
mecanismos de diseminacion con miras a la conservacién y proteccion de sus poblaciones. En
Ecuador son escasos los trabajos realizados sobre la germinacion y crecimiento en vivero,

ademas de la informacion sobre los efectos de la aplicacién de microorganismos eficientes en



especies forestales de interés, mas aun en la Amazonia ecuatoriana. Los microorganismos
eficientes han sido empleados mayoritariamente como controladores bioldgicos, como
alternativa para mejorar la fertilidad de los suelos y bioestimulantes de semillas para el
incremento de la produccion. Es por ello que la determinacion del efecto estimulante de
Trichoderma harzianum Rifai sobre la germinacion y desarrollo de las plantulas de caoba,
reviste gran importancia para el establecimiento y diseminacion de esta especie en la Amazonia
ecuatoriana, lo que permitird acelerar el proceso de germinacion y crecimiento de plantulas
como contribucién al genofondo de este valioso recurso forestal. De ahi el proyecto de
innovacion esta orientado a evaluar los efectos de Trichoderma harzianum Rifai en la
geminacion y crecimiento de Swietenia macrohylla King, como una nueva alternativa de
produccion en viveros forestales que permita el manejo adecuado y la conservacion de la
especie, lo cual propiciara bases cientificamente fundamentadas para la toma de decisiones de
los actores claves del territorio.

1.1 PROBLEMA CIENTIFICO

¢Como incide la aplicacion de dosis de T. harzianum en la germinacion de semillas y
crecimiento de plantulas de S. macrophylla?

1.2 HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

La aplicacion de diferentes dosis de T. harzianum en semillas de S. macrophylla, ejercera un
efecto positivo sobre la germinacion y crecimiento en condiciones de vivero forestal.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de dosis de Trichoderma harzianum sobre la germinacion de semillas y
crecimiento de plantulas de Swietenia macrophylla en condiciones de vivero forestal como

alternativa para el manejo y conservacion de la especie.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar la variaciéon morfométrica y la viabilidad de semillas de S. macrophylla.
e Caracterizar los patrones de comportamiento del proceso de germinacion de semillas

a diferentes dosis de in6culo de T. harzianum.

10



e Determinar la respuesta de los parametros morfoldgicos y fisioldgicos de plantulas de

S.macrophylla con la inoculacién de diferentes dosis de T. harzianum.

Los impactos derivados de este estudio desde el punto de vista social, econdmico, ambiental
y cientifico son los siguientes:

Social: Los resultados contribuiran al conocimiento sobre manejo en vivero de un importante
recurso forestal, lo que incidira de manera positiva en los actores locales e investigadores
que se dedican al cultivo de S. macrophylla y a la vez aporta a la matriz productiva de
Ecuador.

Econdmico: El cultivo de plantas en condiciones de vivero con la tecnologia de tubetes y el
uso de bioestimulantes con diferentes dosis de Trichoderma resultard una alternativa
econdémicamente factible para incrementar la produccién en vivero con parametros de
calidad.

Ambiental: Se fomenta el cultivo de una especie forestal en veda de manera que el estudio
contribuye a la conservacion de este reservorio.

Cientifico: La determinacién de dosis de Trichoderma adecuadas para promover la

germinacion, crecimiento y desarrollo de la especie.
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CAPITULO II
2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Generalidades de la especie

La especie S. macrophylla fue descrita por George King en 1886 (King, 1886). Con base en
los registros del Missouri Botanical Garden (tropicos.org; theplantlist.org), la clasificacién
taxonémica aceptada es:

Reino Plantae,

Division Magnoliophyta,

Clase Magnoliopsida,

Orden Sapindales, familia Meliaceae,

Mombres comunes: caoba, aguano, ahuano, mahogany, mogno, mara.

El nombre local de esta especie es caoba en paises de habla hispana, tanto en América como
en Europa. La caoba es una especie caducifolia, que mide de 35 a 50 m de altura (en
ocasiones hasta 70 m y con diametro a la altura de pecho que varia entre 1 y 1.8 m (pero
puede incluso llegar hasta 3.5 m). Los arboles tienen un fuste recto de hasta 25 m, aunque
es ligeramente acanalado, con contrafuertes en la parte basal de hasta 2 a 3 m de altura
(Pennington y Sarukhan, 2005).

Las poblaciones de esta especie muestran una gran diferenciacién genética entre las
poblaciones Mesoamericanas en contraste con la evidente similitud de las del Amazonas.
Esto indica que ha tenido una historia muy compleja y guardan cierto grado de aislamiento
entre ellas. Es evidente las alteraciones ocasionadas a las poblaciones de la especie, las
practicas de tala en Mesoamérica han tenido un efecto negativo sobre su diversidad. En sus
zonas de distribucién natural se ha sefialado una reduccién significativa de diversidad
geneética en poblaciones que han sido constantemente aprovechadas, en contraste con
poblaciones que han sufrido poco disturbio (Novick et al., 2003).

Un aspecto relevante de esta especie como requerimiento para los programas de
reforestacion es su crecimiento moderadamente rapido (en el primer afio alcanza 1.8 m de
altura) con caracteristicas favorables para plantaciones, que puede producir madera de

aserrio en turnos de rotacion de 30 a 40 afios (Cordero, 2003).
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2.2 Distribucién geografica

Segun Mayhew & Newton (1998), la especie esta muy distribuida desde el sur de México
hasta la cuenca del sur de la Amazonia en Brasil. En el Ecuador se encuentra distribuido en
los bosques himedos tropicales y secos, reportados en las provincias de Esmeraldas,
Galéapagos, Napo, Pastaza y Loja, a una altitud sobre el nivel del mar entre 1 a 500 metros
(Aguirre, 2014).

2.3 Descripcion del habitad

S. Macrophylla, habita en bosques himedos y secos (con precipitacién tipica de 1 000-2 500
mm) la especie se encuentra en una variedad de suelos de hasta 1 400 msnm. La densidad
de arboles de caoba suele ser inferior a un individuo por hectarea, aunque también se han
registrado densidades de hasta ocho &rboles por hectarea (Mayhew & Newton, 1998). S.
macrophylla puede tolerar una amplia gama de suelos y condiciones ambientales dentro de
su rango natural, se ha encontrado en suelos aluviales, suelos volcanicos, arcillas pesadas,
suelos lateriticos y suelos derivados de caliza, granito y otros sedimentarios, igneos o

formaciones rocosas metamarficas (Whitmore 1992).

2.4 Arbol

S. macrophylla es un arbol grande, caducifolio, tropical, con una corona amplia y a
menudo emergente. Puede alcanzar una altura de 40 m, un didmetro a la altura del pecho
de mas de 2 m y puede vivir varios siglos (Mayhew & Newton, 1998). Presenta corteza
externa marrdn con tintes grisdceos y con fisuras superficiales, madera interna amarilla,
albura rosada a rojiza. Ramas jovenes delgadas, con lenticelas pequefias y abundantes. Hojas
compuestas, alternas, paripinnadas de 15-30 cm, raquis glabro, con 3 a 6 pares de foliolos,
opuestos o subopuestos, cartdceos, ovado lanceolados, &pice agudo o acuminado, base
ligeramente redondeada, cordada y asimétrica, haz verde claro y envés verde oscuro (Lopez
& Cardenas, 2002). S. macrophylla es una madera bastante blanda, de peso medio. El
duramen es rojizo o rosado, el color se oscurece con la edad hasta un color rojo oscuro o

marrén; la albura suele ser amarillenta.
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2.5 Inflorescencia

Presenta inflorescencias en paniculas en la base de las hojas nuevas (Pennington et al.,
1981), usualmente axilares, muy ramificadas de 10-18 cm de largo, formando fasciculos o
paniculas de color blanco verdoso, con flores pequefias de cinco pétalos blancos
amarillentos y diez estambres castafios diminutos. (L6pez y Cardenas, 2002). La floracion
y fructificacion se producen regularmente anualmente desde los 10 a los 15 afios de edad.
Las estaciones de floracién y fructificacion difieren segun la ubicacion geografica. Por
ejemplo, en las partes central y norte de América del Sur, el arbol florece de abril a junio y

los frutos maduran de enero a marzo del afio siguiente (Schmidt y Jgker, 2000).

2.6 Fruto

La caoba presenta frutos capsulares, lefiosos, dehiscentes, septicidas, de forma eliptica,
de 11 a 18 cm de longitud 8 cm de ancho (Alvarenga & Flores, 1988). Segun Lopez y
Cardenas (2002) describen a los frutos de caoba como erectos, alargados-ovoides a veces
en forma de pera, de 10-16 cm de largo y 6-8 cm de didmetro, gris-café oscuro, valvas
exteriores lefiosas, interiores mucho mas delgadas y manchadas de café y blanco, semillas

7-10 cm de largo incluyendo el ala, de color café oscura y lustrosa.

2.7 Semilla

S. macrophylla presenta semillas anemacoras, didsporas aladas, localizadas en el extremo
distal del fruto, dispuestas verticalmente en los loculos, en forma estratificada y se
mantienen unidas a la placenta por medio de un funiculo largo y delgado, presentan un
ala larga color pardo claro, constituida por un tejido parenquimatico, esponjoso, de origen
tegumentario. El hilo es de color pardo oscuro prominente, cubierto con tricomas. En un
extremo del hilo se encuentra incluido el micrépilo. El tegmen es delgado unido a los
cotiledones. ElI embrién presenta dos cotiledones grandes y carnosos. La plumula y la

radicula son inconspicuas (Alvarenga & Flores, 1988).
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2.8 Germinacion y viabilidad

La especie presenta una germinacion hipogea y de tipo criptocotilar, la emergencia de la
radicula se inicia a partir de los 12 dias de imbibicién y provoca la ruptura de la testa en el
extremo opuesto al hilo (Alvarenga y Flores, 1988). La viabilidad de las semillas frescas de
S. macrophylla es de alrededor del 80-90%, aunque la viabilidad de las semillas almacenadas
puede variar, si se almacena a temperatura ambiente y en condiciones himedas durante mas
de aproximadamente 3 meses. Las semillas de S. macrophylla son susceptibles a dafios por
frio debajo unos 16 °C (Mayhew y Newton, 1998).

2.9 Importancia y usos

S. macrophylla resulta la especie comercial mas importante de América Latina, por sus
diferentes usos: reforestacion en zonas degradadas, empleada en sistemas agroforestales y
apicultura, su madera sirve para elaborar artesanias, instrumentos musicales, construcciones
rurales, curtiente, implementos agricolas, embarcaciones, partes de molinos, muebles de
lujo, gabinetes entre otros. El aceite extraido de sus semillas es utilizado para preparar

cosméticos (Negreros et al., 2014).

2.10 Propagacion

Se ha argumentado que los requisitos de regeneracion de la caoba junto con la falta de
arboles semilleros después de la tala son las principales razones para la disminucion de
las poblaciones explotadas (Gullison et al., 1996; Snook, 1996, Mostacedo y
Fredericksen, 1999). Los datos existentes sugieren que la regeneracion de caoba varia a
lo largo de su rango de distribucion, probablemente debido a las diferencias en la cantidad
de luz que penetra en el sotobosque del bosque en diferentes tipos de bosques (Brown y
Clements 2003). Para Gullison et al., (1996) y Snook, (1996) esta especie se encuentra
muy poca regeneracion en el bosque perennifolio tardio, donde se cree que la caoba
requiere perturbaciones catastroficas como huracanes, inundaciones y migraciones
fluviales para el establecimiento de la misma. Otros autores como Giinter, (2001) Grogan,
Ashton & Galvao (2003), establecen que la abundante regeneracion se encuentra en los
bosques mas secos estacionalmente, donde la especie es capaz de regenerarse después de
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perturbaciones a pequefia escala, como las aberturas de la brecha del dosel. En
consecuencia, se ha argumentado que las poblaciones de caoba que crecen en bosques
semicaducifolios tienen mas probabilidades de ser manejadas de manera sostenible que
las poblaciones que crecen en bosques perennes (Glnter, 2001); (Grogan, Barreto &
Verissimo, 2002); (Brown et al., 2003).

Segun Howard y Mérida (2004), esta especie para su desarrollo normal, presenta un
principal limitante en arboles jovenes, es el factor biologico dado que esta determinado
en muchos casos por la susceptibilidad al ataque de Hypsipyla grandella Zell
(Lepidoptera-Pyralidae), insecto barrenador de Melidceas que ataca consumiendo
principalmente los meristemos apicales y rebrotes. Para Quinto et al., (2009), Prado et
al ., (2012), establecen como factores limitantes a los indices bajos de germinacién (10 al
70%) lo cual reduce la propagacion sexual de la caoba, las semillas de origen
desconocido ensayos insuficientes de seleccion basados en caracteristicas fenotipicas y

genotipicas, resultan plantaciones de alta heterogeneidad.

2.11 Situacion actual de la especie S. macrophylla

S. macrophylla es la especie maderable con mayor valor econémico en el mundo. Los
mayores volimenes de madera de caoba son comercializados en los mercados mundiales,
provienen de las selvas tropicales nativas en donde se realiza una abusiva extraccion de
esta valiosa especie, es decir, no se esta utilizando de manera sostenible como lo solicitan
los paises exportadores y CITES (Buitron y Mulliken, 2001).

La caoba S. macrophylla, esta considerada como la especie arbérea mas comercial del
tropico. La creciente demanda de madera de caoba sobrepasa la oferta disponible y
aumenta la presion sobre esta especie, 1o que ocasiona una disminucion de las poblaciones
naturales y ha provocado su extincion comercial a lo largo de su éarea de distribucion
(Reynel et al., 2003). Sus poblaciones han sido diezmadas muy rapidamente en todas sus
areas de distribucion natural. Esto motivé a que fuera incluida en el apéndice Il de la
Convencién sobre Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
(CITES) en el afo 2002, siendo categorizada a nivel mundial como vulnerable (World
Conservation Monitoring Centre 1998). Segun las categorias y criterios de la lista Roja de
la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), S. macrophylla

presenta para el Ecuador la categoria en Peligro Critico (CR A2cd), representa un riesgo
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extremadamente alto de extincién en estado silvestre. El Ministerio del Ambiente dentro de
sus atribuciones mediante Acuerdo Ministerial No. 090, de octubre de 2017, declar6 a la
especie S. macrophylla en veda en todo el territorio continental del Ecuador con un plazo

de 10 afos.

2.12 Trichoderma

T. harzianum es un hongo que se distribuye ampliamente en los suelos, en muchas plantas,
diferentes tipos de vegetacion y madera. Es un hongo anaerobio facultativo, se desarrolla
rapidamente al verse favorecido cuando encuentra una buena densidad radicular, las cuales
coloniza rapidamente este microorganismo (Castillo, 2007). Las especies de Trichoderma se
conocen como agentes de control biologico y estimulador del crecimiento de plantas y se
utilizan ampliamente como tratamientos de semillas para controlar enfermedades y mejorar
el crecimiento y rendimiento de las plantas (Nagaraju et al., 2012). EI género Trichoderma
se conoce en la agricultura desde hace mas de 200 afios y esta comprendido en los hongos
anamorficos aislados principalmente del suelo y de la materia organica en descomposicion
(Grondona et al., 1997). Trichoerma es un género de hongos distribuidos en todo el mundo,

muy bien adaptados para vivir en diferentes nichos ecoldgicos (Druzhinina et al., 2011)

2.12.1 Mecanismo de accién

Trichoderma se encuentra entre los agentes de control biol6gico més utilizados y es un
antagonista eficaz contra los hongos patdgenos de plantas ( Stocco et al., 2016 ). Estudios
recientes han demostrado que Trichoderma spp., especialmente T. harzianum, puede
controlar enfermedades causadas por Rhizoctonia solani J.G.Kihn, Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid y Ceratocystis radicicola Bliss ( Al-Naemi et al., 2016 ; Javaid et
al., 2017; Youssef et al., 2016 ). Esto se debe a su metabolismo notablemente diverso, capaz
de catabolizar una amplia variedad de sustratos, asi como a producir una gran diversidad de
metabolitos secundarios ( Mukherjee et al., 2013 ). Trichoderma ha demostrado ejercer
efectos beneficiosos en las plantas, como es el de aumentar el crecimiento y la estimulacion
de las defensas contra el dafio de factores bidtico y abidtico ( Shoreshetal ., 2010 ; Hermosa
etal , 2012. ; Rubio etal , 2017.).

Los mecanismos de accion para esta especie de microorganismo antagonico se ha reportado
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efectos benéficos de la inoculacién de especies de Trichoderma se consigue cuando
mantienen una estable colonizacién producto de una interaccion quimica que se reflejaen la
germinacion de semillas, donde la produccion de enzimas liticas de Trichoderma actua en el
epispermo de éstas (Lopez et al., 2015). En plantulas, Trichoderma promueve el desarrollo
de tejidos meristematicos primarios, los cuales aumentan la altura de plantula, el peso y el
desarrollo de las raices laterales que mejoran la asimilacion de nutrientes y con ello la
acumulacion de antocianinas en hojas (Contreras et al., 2011; Marin et al., 2016). T.
harzianum, ha demostrado parasitismo sobre diversas enfermedades que afectan otros
cultivos con problemas de Rhizoctonia sp., Pestalotiopsis sp., Fusarium sp., Sclerotinia sp.,
Uromyces phaseoli (Link) Unger, entre otros, inhibe el crecimiento en un alto porcentaje de
las enfermedades causadas por la mayoria de esos patogenos (Agrios, 2004). Trichoderma
sp., otorga diferentes ventajas como microorganismo en el suelo-planta, debido a que tiene
un rapido crecimiento y desarrollo, realiza una gran cantidad de enzimas inducibles que
producen a través de la presencia de hongos fitopatdgenos. Este microorganismo puede
desarrollarse de muy buena manera en diferentes sustratos, lo cual es una ventaja en la
produccion del hongo en la agricultura. Ademas tiene una alta tolerancia a condiciones
ambientales extremas y a habitats donde los hongos causan enfermedad que le permite ser

un eficiente agente de control (Howell, 2003).

2.13 Factores que influyen en el crecimiento de T. harzianum

La temperatura Optima de crecimiento de T. harzianum difiere entre las especies segln
(Btaszezyk et al., 2011); al igual que la gran mayoria de hongos, T. harzianum, tiene un
desarrollo de temperatura optimo en los rangos de 15 - 30 °C (Schuster & Schmoll, 2010).
El efecto de la temperatura sobre las especies de Trichoderma sp, en el desarrollo de los
procesos bioldgicos es importante para realizar desnaturalizacion de proteinas, inhibicion de
enzimas, promocién o supresion de la produccion de un metabolito particular, viabilidad y
muerte celular (Schuster & Schmoll, 2010).

T. harzianum en el suelo, tiene un mejor crecimiento en humedad moderada, el contenido de
humedad es un factor importante en el suelo asi mismo en la produccion a nivel de
laboratorio, por lo cual en produccién de matrices solidas se necesita un contenido de agua
entre el 35y 70 % (Btaszczyk et al., 2011).
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Un factor importante para el desarrollo para Trichoderma es la aireacion debido a que el
oxigeno y el didxido de carbono son elementos que le otorgan habilidad para crecer en
diferentes tipos de suelo y debido a que las especies de Trichoderma son anaerobios
facultativos y pueden crecer de buena manera donde el oxigeno es minimo (Harman et al.,
2004).

La luz constituye un elemento esencial ya que la mayor cantidad de las especies de
Trichoderma son fotosensibles, lo cual otorga una esporulacion rapida en los diferentes
sustratos, En este sentido una buena alternancia de luz y oscuridad aproximadamente de 12
horas de luz y una etapa foto inductiva entre 380 — 440 nm de rango visible para que pueda
tener un eficiente desarrollo. Cuando se encuentra por debajo de estos parametros solamente

se obtendra produccion de micelio y no habra esporulacién del hongo (Howell, 2003).

2.14 Usos

T. harzianum, en la agricultura es considerado un método de control eficiente para hongos
en diferentes cultivos. Sin embargo la efectividad de los microorganismos en el suelo se ve
limitada por la accion fungistasis del suelo, lo cual significa que no hay germinacion de las
esporas del hongo, la competencia por otros microorganismos del suelo, una pobre
cantidad radicular de laplanta, o condiciones ambientales desfavorables (Bae & Knudsen,
2000).

Se reporta que el tratamiento de semillas con T. harzianum alivia el estrés bidtico, abiotico
y fisiologico en la germinacion de las semillas y el desarrollo de plantulas (Mastouri et al .,
2010). Los efectos beneficiosos de la semilla inoculada con T. harzianum se han reportado
en girasol, tomate, zanahoria y cebolla (Mastouri et al., 2010; Nagaraju et al., 2012).
Trichoderma spp. ha desarrollado multiples mecanismos que resultan mejoras en la
resistencia de las plantas a enfermedades, al crecimiento y la productividad (Harman et
al., 2004; Vinale et al., 2008). Las posibles explicaciones de este fendmeno incluyen
control de la poblacion menor de patdgenos que conducen a un mayor crecimiento de la
raiz y absorcion de nutrientes (Yedidia et al., 2001).

Este género es micro parasitico en su gran mayoria, actualmente son bastante utilizados
como antagonistas en control de enfermedades producidas por hongos, debido a la facilidad

de encontrarse en diferentes ambientes, T. harzianum es microparasitico de una gran

19



variedad de hogos fitopatdgenos responsables de enfermedades en los cultivos, y no realiza
dafo en las plantas superiores (Mohammed et al., 2004).

También se ha reportado que el hongo antagonista Trichoderma spp., tiene un efecto
bioestimulante en la germinacion de las semillas de diferentes especies, incluso forestales
(Stefanova, 2007; Vinale et al., 2008).
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CAPITULO I

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

El ensayo de la presente investigacion se realizd en el vivero forestal del Gobierno
Auténomo Descentralizado del Cant6n Pastaza, ubicado en el Paseo Turistico del Rio Puyo
del Cantdn Pastaza, provincia de Pastaza, en las coordenadas UTM 166665 de longitud y
9837319 de latitud, zona 18 Sur, a partir de semillas de S. macrophylla provenientes de la

localidad de Pastaza sector Don Bosco, del Cantdn Pastaza, Provincia de Pastaza.

3.2 Tipo de investigacion

El tipo de investigacion es descriptiva y experimental. Se considera descriptiva porque se
realizo la descripcion de las variables morfologicas de las semillas de caoba (largo, ancho
y grosor), asi como la comprobacion del porcentaje de viabilidad y la interpretacion de los
patrones topoldgicos de viabilidad de las semillas. Se consideré experimental porque
comprendid la manipulacién de variables, en este caso se realizo la aplicacion de T.
harzianum en tres tipos de concentraciones a las semillas de S. macrophylla en el vivero
forestal del GAD Municipal de Pastaza para analizar la respuesta de las dosis de T.

harzianum a la germinacion de semillas y crecimiento de plantulas.

3.3 Métodos de investigacion

Los métodos de investigacion empleados fueron:

Observacion: Se observo la reaccion de las semillas mediante cambio de coloracion con la

prueba de viabilidad de tetrazolio a una concentracion de 1% durante dos horas a 40 °C en

estufa.

Medicién: Se realizd la medicion de los parametros morfométricos de las semillas (largo,

ancho y grosor), ademas se tomaron datos numéricos del proceso de crecimiento de las

plantas en cuanto a altura y didmetro en el cuello de la raiz. Se realiz6 conteo fisico de raices

nuevas mayor a 1 cm, largo de raices, volumen de raices, a traves del cual se utilizé ciertas
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reglas especificas para establecer la relacion que existe entre el fendmeno que se esta
investigando y el sistema numeérico, de esta manera se obtuvo informacién del fendmeno
que se esta investigando, asociado a la biomasa aérea y radical de las plantas.

Experimental: Se realizé un disefio de bloques completos al azar con la aplicacion de tres
tratamientos, con tres réplicas y una prueba testigo a base de T. harzianum en las

concentraciones que se detallan en la tabla 1.

Tabla 1. Dosis de T. harzianum a semillas de S. macrophylla

Tratamientos Descripcion
T1 0.75*108 UFC
T2 1.5*108 UFC
T3 3*108 UFC
T0 Testigo

3.4 Tratamiento de datos

3.4.1 Variacion morfométricay viabilidad de semillas de S. macropphylla

3.4.1.1 Mediciones morfoldgicas de las semillas S. macropphylla

Para determinar las mediciones morfoldgicas de las semillas se tomaron las dimensiones
principales longitud (L), ancho (W) y grosor (T), las cuales se midieron utilizando un
calibrador vernier con una precision de + 0.05 mm. Seguidamente se calcul6 el diametro
medio aritmético (Da), didmetro medio geométrico (Dg), y volumen de semillas, utilizando
las siguientes ecuaciones (1, 2, 3) propuestas por (Mohsenin, 1986). Con la informacion de
los datos morfométricos de las semillas se determinaron los parametros estadisticos
descriptivos (minimo, maximo, media, desviacion estandar y varianza), ademas se realizo
una matriz de correlacion de Pearson debido a que se trata de datos paramétricos mediante

el uso del programa estadistico SPSS ver. 22.0.

(L+W+T)
aqa=——-

. €
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Dg = (LW.T)% )

Donde:

L = longitud

W =ancho

T = grosor

Da = didmetro medio aritmético

Dg = diametro medio geométrico

S = L * mt x (Didmetro/2) 3)

Donde:

L=ancho (mm)

3.4.1.2 Viabilidad de semillas

La prueba de viabilidad de las semillas se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia de la
Universidad Estatal Amazonica, para lo cual se utilizaron 100 semillas de caoba sumergidas
en agua durante 24 horas, posteriormente fueron colocadas en una solucion de Tetrazolio
(2,3,5- cloruro trifenil tetrazolio) al 1% durante dos horas. Se contabilizo la cantidad de
semillas viables segun el patron de tincion, considerando que las semillas totalmente tefiidas
son viables, semillas totalmente libres de coloracion no son viables y semillas parcialmente
tefiidas, dependiendo de la intensidad y patron de la tincién son viables. Esto fue posible a
partir de los descrito por (Rao et al., 2007), citado por Espitia et al., (2017). Se determind el
porcentaje de viabilidad de las semillas (Rodriguez y Nieto, 1999), citado por (Espitia et
al., 2017).

Se realiz6 una categorizacion del vigor de las semillas en diferentes categorias (alta, media,

baja y no vigorosas) como indicador de la respuesta favorable al proceso de germinacion.
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Para la evaluacion de las categorias de vigor se considerd los siguientes criterios, segln
metodologia propuesta por Gallo et al., (2016):

Vigor alto: Semillas que mostraron un aspecto completamente tefiido de coloracion rojizo.
Vigor medio: Semillas con areas menores de color rojizo sin tincion, con tejidos necroéticos
o flacidos de poca profundidad.

Vigor bajo: Semillas con presencia de mayores o multiples areas menores de color rojizo,
sin tincion con tejidos necraticos o flacidos de una extension mayor.

No vigorosas: Semillas con radicula deteriorada sin coloracion (blanco lechoso) por lo tanto,

tejido muerto.

3.4.2 Caracterizacion los patrones de germinacion de semillas a diferentes dosis de

inodculo de T. harzianum

3.4.2.1 Preparacion de indculo de Trichoderma

La preparacion de las proporciones de Trichoderma se realizo en el Laboratorio de Biologia
de la Universidad Estatal Amazodnica. Se utiliz6 una balanza de precision en la cual se
pesaron las cantidades de inoculo a utilizar en los tratamientos descritos en la Tabla 1.
Posteriormente se introdujo en un matraz aforado de 100 mL con la ayuda de filtracion, al
que se aplicé agua destilada, mediante un proceso de agitacion manual para disolver las
esporas de Trichoderma, una vez logrado una mezcla homogénea se ubicé en frascos de

vidrio &mbar en un volumen de 100 mL.

3.4.2.2 Preparacion de sustrato

Para la preparacion del sustrato se realizo la desinfeccion del mismo y a capacidad de campo
se colocd en una bandeja de aluminio esterilizada, para posteriormente realizar la
inoculacion del Trichoderma, en el cual se vertié la disolucion ya preparada, producto de lo
cual se obtuvo una mezcla que se introdujo en fundas de polietileno y se dejo 72 horas para

que el Trichoderma colonice antes de realizar la siembra de las semillas.
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3.4.2.3 Siembra de semillas de S. macrophylla

La presente investigacion se realizé en dos fases, la primera consistié en la evaluacion del
proceso de germinacion de las semillas y la segunda el control de las variables de crecimiento
y desarrollo de las plantulas de caoba. Para la fase de geminacion se emplearon bandejas de
germinacién para especies forestales, de 160 cc de capacidad por celda, en los cuales se
dispuso de 25 semillas por tratamiento con tres repeticiones. La distribucion de cada
tratamiento se realizd siguiendo un disefio de parcelas divididas con un arreglo
completamente al azar con tres repeticiones. Se sembraron 300 semillas, se utiliz6 un
sustrato en razon de 75% de arena 'y 25% de compost, y en el sustrato se realizd la aplicacién
via drench de Trichoderma.

El sustrato inoculado con Trichoderma se lo vertio en las bandejas de germinacién llenando
un total de 25 celdas, por tratamiento y repeticion.

Se realizd diariamente el conteo fisico del nimero de semillas germinadas por cada
tratamiento, lo cual permitid elaborar las curvas de germinacion acumulada en el tiempo.
Esta informacion proporcion6é los datos necesarios para calcular los parametros de
germinacion relacionados con la capacidad germinativa, velocidad de germinacion, dia de

inicio de la germinacion y vigor germinativo, mediante las siguientes ecuaciones (4 'y 5).

ve=3 (%) @)
Donde:

VE = Velocidad de germinacién

Xi= Numero de plantulas emergidas por dia

n= Numero de dias después de la siembra

VG = UM * GDM (5)
Donde:
VG= Vigor germinativo
UM: Valor maximo o pico que se presenta entre los valores producto de la division del
porcentaje acumulado de germinacion y la cantidad de dias que tardé en obtenerse.
GDM: Es la germinacion media diaria calculada como la razon entre el porcentaje final de

germinacion (PG) y el nimero de dias transcurridos hasta llegar a ese valor.
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Los datos obtenidos del proceso de germinacion, expresado a través de los pardmetros
descritos anteriormente fueron procesados mediante un ANOVA y pruebas de comparacion
de medias de Tukey al 95% de confiabilidad. Se comprobaron los supuestos tedricos de

normalidad y homogenidad de la varianza.

3.4.3 Determinacion los parametros morfologicos y fisiologicos de plantulas de S.

macrophylla con la inoculacién de diferentes dosis de T. harzianum

3.4.3.1 Altura y diametro de cuello de raiz

Para la medicion de la altura de las plantulas, se emple6 una regla graduada de 30 cm, las
medidas se tomaron desde la base del tallo hasta el apice de la plantula y el didmetro del

cuello de la raiz se determind con la ayuda de un calibrador Vernier.

3.4.3.2 Peso fresco de las plantas

Para realizar el estudio de biomasa se sacrificaron cinco plantulas por tratamiento y
repeticion, estas muestras fueron lavadas con agua comdn y posteriormente secadas con
papel absorbente, se separd la biomasa en componentes aéreo y radical (tallo, hojas y raiz)
y con la ayuda de una balanza digital se determiné el peso fresco de cada componente de la

biomasa.

3.4.3.3 Atributos del sistema radical

Para medir la longitud de la raiz se tomd las dimensiones desde el cuello de la raiz hasta el
extremo distal de la misma, empleando una regla graduada de 30 cm. Para determinar el
volumen de la raiz se utiliz6 una probeta de 100 mL con agua comun a 60 mL,
posteriormente se sumergieron las raices en el interior de la probeta y se considerd el
volumen de agua desplazado como el volumen del sistema radical. Se contabilizaron las
raices secundarias nuevas mayores a 1 cm, para determinar el potencial de crecimiento
radicular y el indice de fibrosidad se determiné como la relacion volumen de la raiz y peso

seco de la raiz.
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3.4.3.4 Peso seco de la parte aérea (PSA) y parte radical (PSR)

Las muestras de los componentes de la biomasa seleccionados fueron colocados en la estufa
a una temperatura de 60 °C durante 48 horas y posteriormente cada fraccion de las plantulas
fueron pesadas en una balanza analitica para obtener el peso seco de la biomasa aérea y

radical.

3.4.3.5 indices morfoldgicos

La relacion parte aérea — parte radical se determiné mediante el cociente entre el peso seco
aéreo y el peso seco radical (Thompson, 1985). Se determind el indice de esbeltez mediante
la relacion altura y diametro del tallo (Toral, 1997). El indice de calidad de Dikcson se
calculo en funcion del peso seco total, el indice de esbeltez y la relacion parte aérea y parte

radical, segun lo propuesto por Dikcson et al., (1960), mediante la ecuacion (6).

10 = Pst 6
Q_h Psa (6)

dt Psr
Donde:
IQ = Indice de calidad de Dikcson

Pst = Peso seco total
h = altura

d = diametro

Psa = Peso seco aéreo

Psr = Peso seco radical

Los pardmetros morfologicos y desarrollo de las plantas cultivadas en las condiciones del
vivero fueron procesados mediante un analisis multivariado de la varianza (MANOVA),
ademas se realizo una matriz de correlacion de Pearson para establecer correlaciones entre
las variables morfoldgicas.

Se realizé un dendrograma jerarquico como método multivariado a partir de la distancia de

aglomeracién reescalada, lo cual permitié la clasificacion de grupos en funcion de las
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variables medidas del proceso de germinacion, crecimiento y desarrollo de las plantas. Todo

el procesamiento estadistico fue realizado con el programa SPSS ver.22.0.

3.4.4.5 Potencial hidrico

Para evaluar los pardmetros relacionados con el funcionamiento hidrico de la especie se
construyeron curvas presion—volumen. Se realizaron tres curvas por tratamiento, lo cual
equivale a 12 curvas en total. Las curvas se elaboraron siguiendo la técnica desarrollada por
Tyree y Hammel (1972) y Turner (1986) y a partir de las cuales se determinaron los
componentes del potencial hidrico (¥,,), segun metodologia descrita por Azcén y Talén
(2008): contenido hidrico relativo en el punto de pérdida de la turgencia (CHRo), potencial
osmético a cero turgencia (¥2), potencial osmotico a plena turgencia (W2°°) y maédulo de
elasticidad de la pared celular (g).

Para la construccidn de las curvas presion-volumen las plantas fueron sometidas a un periodo
de hidratacion con agua destilada y en la oscuridad. Se realizaron medidas sucesivas de ¥,,
con la camara de presion (Model 1000, PMS Instruments, Corvallis, USA), antecedida por
la pesada de las muestras. Se efectuaron medidas de W,,, hasta obtener potenciales hidricos
bajos, finalmente el peso seco se determind en estufa a 80 °C hasta peso constante. Para las
pesadas se utilizé balanza analitica Sartorius AG GOTTINGEN SP61S con 0,0001 g de
precision.

El contenido hidrico relativo se calcul6 por la expresion (7):

CHR = 2%« 100 @)
P,—Pg

Donde: Py, representa el peso fresco; P, peso seco; Py, peso turgente

El peso turgente se estimd a partir de la linealidad existente entre W,, y el peso fresco,
tomando los datos correspondientes a las primeras mediciones que ofrecieron un mayor
grado de correlacion, segun criterios de Kubiske y Abrams (1991). Graficamente se
determind el punto de pérdida de turgencia para el cual el ¥, = ¥ (‘Pp = o), que
corresponde al punto en gue la curva se hizo lineal.

El potencial osmético a plena turgencia (W2°°), se estimé mediante la extrapolacion de la
zona lineal de la curva presién—-volumen, a partir del punto de pérdida de turgencia hasta el
valor de 1/qu correspondiente al 100% del contenido de agua del tejido.

28



El potencial osmotico a turgencia cero (W2), corresponde al valor del potencial en el punto
de inicio de la plasmolisis.

Ademas, se determind el modulo de elasticidad de la pared celular (g), expresado en
megapascales (MPa), aplicado a los cinco o seis primeros puntos de la curva P-V hasta llegar
a la marchitez, dada por la ecuacion (8):

dp

~ dCHR ®)

&

dpP . g ..y, . ./ . ;e
Donde: T la relacion entre la variacion del potencial de presion y el contenido hidrico

relativo entre el punto de maxima turgencia y a turgencia cero.

3.5 Recursos Humanos y Materiales
3.5.1 Recursos humanos

El recurso humano para la presente investigacion estuvo conformado por el Director del
Proyecto, el egresado de la maestria, los técnicos de laboratorio, el técnico de campo y el

técnico del vivero.

3.5.2 Recursos materiales

Para el desarrollo de la presente investigacion se utiliz6 material genético a partir de semillas
de S. macrophylla, sustrato compuesto por arena de rio, esporas de Trichoderma, producto
comercial bandejas de germinacion para especies forestales de capacidad de celda de 160 cc,
calibrador vernier, instrumental y equipo de laboratorio, probetas, vasos de precipitacion,
envases de cristal de ambar, embudos de filtracion, agitador magnético, balanza digital
marca Sartorius, agua destilada, estufa Binder, cAmara de presion Scholander, material de

oficina, laptop, tablero y cAmara fotografica marca Cannon.
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CAPITULO IV

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis de la variacion morfologica de las semillas de la S. macropylla

4.1.1 Estadisticos descriptivos de los parametros morfométricos

La morfologia de las semillas de S. macropylla, analizada a través de los estadisticos
descriptivos, manifestaron un patron general de comportamiento con altos niveles de
variacion en las medidas de forma y tamario, resultando el volumen de semillas el de mayor
variabilidad, lo cual pudiera estar asociado al peso y estructura de las semillas (Tabla 2).
Estos resultados demuestran que las dimensiones ortogonales de las semillas responden a la
variacion encontrada en los cinco arboles donde se cosecharon las semillas del sitio Don
Bosco, del Canton Pastaza, Provincia de Pastaza, aspecto importante para garantizar una
respuesta mas favorable al proceso de germinacion. Esto se corresponde con lo descrito por
De la Cruz y Chévez (2005), donde refieren que la variacion encontrada en las semillas
relacionadas con el peso, largo y ancho muestran un potencial de variabilidad debido a las
caracteristicas que presentan los arboles, lo cual permite a futuro desarrollar programas de
seleccion de arboles semilleros para satisfacer la demanda de semillas de calidad en los

programas de reforestacion con la especie S. macrophylla.

Tabla 2. Estadisticos descriptivos de los pardmetros morfologicos de las semillas de S.
macrophylla

Variables Minimo Méaximo Media Desviacion Varianza
estandar
L 20,6 56,45 35,01 5,79 33,56
A 13,3 28,9 20,21 2,91 8,49
G 4,3 8,85 6,5 1 1
Da 12,88 29,18 20,58 2,66 7,09
Dg 3,38 4,44 3,94 0,17 0,03
VS 93,27 393,96 207,96 50,5 2550,47
RLA 1,17 2,83 1,75 0,3 0.09

Leyenda: Largo (L), Ancho (A), Grosor (G), Diametro aritmético (Da), Didmetro geométrico
(Dg), Volumen de semillas (Vs), Relacion Largo/Ancho (RLA).
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Las variables morfolégicas mostraron una correlacion significativa (p<0,05), expresada a
través de la matriz de correlacion de Pearson, lo que demuestra la estrecha relacion entre las
variables asociadas al tamario y forma de las semillas. El volumen de semillas manifestd una

correlacion negativa fuerte con la variable relacion largo-ancho (Tabla 3).

Tabla 3. Matriz de correlacion de Pearson entre los parametros morfoldgicos de las semillas
de S. macrophylla

L A G Da Dg Vs RLA

L 1 0,406™ 0,438 0,928  0,924™ 0,518™ 0,640

A 1 0,342  0,702™ 0,706 0,800™ -0,426™
G 1 0,567 0,562 0,830™ 0,119
Da 1 0,998™ 0,771 0,323
Dg 1 0,767 0,318™
Vs 1 -0,168™
RLA 1

**
La correlacion es significativa en el nivel 0,01

* La correlacién es significativa en el nivel 0,05
Leyenda: Largo (L), Ancho (A), Grosor (G), Diametro aritmético (Da), Didametro geométrico
(Dg), Volumen de semillas (Vs), Relacion Largo/Ancho (RLA).

Enla Figurala, by c se representa la distribucion de las métricas relacionadas con la forma
y tamafio de las semillas, adoptando un comportamiento gaussiano, asi como imagenes de
las medidas de largo, ancho y grosor de las semillas (Figura 2). Se comprobé que del lote de
semillas utilizadas para la siembra (300 semillas), las variables largo y ancho mostraron una
distribucion mas asimétrica que el grosor de semillas, con valores medios de 35,04 mm y

20,21 mm respectivamente.
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Figura 1. Distribucion de las métricas relacionadas con la largo ancho y grosor de las
semillas de S. macrophylla

Alvarenga & Flores (1988), determin6 que las semillas S. macrophylla presentaron métricas
en largo y ancho de aproximadamente de 20 mm y 9 mm respectivamente, en cambio para
el grosor presento variables en sus diferentes zonas. Acosta et al., (2012), al estudiar semillas
de S. macrophylla de diferentes localidades, estas presentaron variaciones altamente
significativas en largo y ancho.
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Figura 2. Medicion de largo (1), ancho (a) y grosor (g) de las semillas de S. macrophylla

4.1.2 Patrones topoldgicos de viabilidad de las semillas y categorias de vigor

La interpretacion de los patrones topol6gicos mediante la prueba de viabilidad de las semillas
demostrd que la disolucion de tetrazolio al 1% fue suficiente para lograr la tincion en las
estructuras esenciales del embrion, resultando un 84% de semillas con viabilidad. Existieron
indicaciones que la sesion que produjo una mayor reaccién en las semillas de la especie S.
macrophylla la constituyé el eje embrional (meristemo apical caulinar, hipocotilo y
meristemo sub-apical radical), con un patron topoldgico de tincidn rojiza total en todos los
componentes estructurales de la semilla, expresion del buen estado fisico de las semillas y

de su calidad fisiolégica (Figura 3).

Figura 3. Patron de tincion de semillas de S. macrophylla sometidas a la prueba de tetrazolio

La evaluacion de la calidad fisiolégica de las semillas forestales ha sido un desafio para los
estudiosos de esta area, debido a la influencia de los diversos factores que pueden afectar su
calidad, en las diferentes fases de su produccion. El test de tetrazolio, permitié brindar un
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examen detallado de las estructuras esenciales de la semilla, lo cual ha contribuido para
identificar factores responsables de la reduccion de la calidad de las semillas. Estudios
similares fueron reportados para la especie Cedrela odorata L., donde se determind que la
concentracion de 1% de tetrazolio y tiempo de tincion de dos horas fueron suficientes para
evaluar la calidad de las semillas (Espitia et al., 2017).

Las categorias de vigor evaluadas (alta, medio, baja y no vigorosas) resultaron con una fuerte
variacion entre las diferentes categorias resultando con mayor porcentaje la categoria de
vigor alto y menor en la categoria no vigorosas. Esto demuestra la alta viabilidad de las
semillas de S. macroplylla como indicador de la respuesta favorable al proceso de

germinacién (figura 4).
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Figura 4. Representacién de las categorias de vigor de las semillas sometidas a la prueba
de viabilidad de tetrazolio

En estudios similares se obtuvieron patrones de tincion en semillas de otras especies
arbéreas como: de C. odorata y Cariniana pyriformis Miers (Espitia et al., 2017). Tabebuia
roseoalba (Ridl.) Sandwith (Abbade y Takaki, 2014), Enterolobium contortisiliguum
(Vell.) Morong (Nogueira et al., 2014) y Plinia trunciflora (O. Berg) Kausel (Hossel et al.,
2013).

Las semillas que mostraron un aspecto completamente tefiido de coloracion rojizo (vigor
alto) correspondieron al 36%, semillas con areas menores de color rojizo sin tincién, con

tejidos necroticos o flacidos de poca profundidad (vigor medio) con un 25%, con presencia
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de mayores o multiples areas menores de color rojizo sin tincién con tejidos necréticos o
flacidos de una extensién mayor (vigor bajo) con un 23% y semillas con radicula deteriorada

sin coloracion (blanco lechoso) por lo tanto, tejido muerto (no vigorosas) con un 16%.

4.1.3 Curvas de germinacion acumulada

Las curvas de germinacion acumulada no adoptaron al final del periodo de evaluacion un
patron sigmoidal (Figura 5), lo que denota que aln las plantas se encuentran en periodo de
crecimiento. Este comportamiento estuvo precedido de una fase constante comprendida
entre la siembra y el inicio de germinacion (0-10 dias), y luego el inicio de la fase
exponencial donde los porcentajes de germinacion ocurrieron en forma acelerada hasta
quedar finalmente en forma estacionaria. En ninguno de los tratamientos de estudio (TO, T1,
T2y T3) se definid la fase estacionaria a los 21 dias del ensayo de germinacion. Se comprobo
que T3 con una dosis de Trichorderma superior al resto de los tratamientos 3*102 presentd,

al final de periodo del ensayo, un mayor porcentaje de germinacion acumulada.
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de
germinacién acumulada de S. macrophylla que describe el comportamiento de la
germinacion por tratamientos con diferentes dosis de Trichoderma

Los parametros medios de germinacion para cada tratamiento analizado mediante ANOVA
y pruebas de comparacion de rangos multiples de Tukey (Tabla 4) reflejaron que la
capacidad germinativa, velocidad de germinacion y vigor germinativo fueron
significativamente superiores en T3 (p<0,05). Estos resultados demostraron el efecto de la

dosis de Trichoderma en la germinacion de las semillas, o sea que la aplicacion del hongo
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Trichoderma con dosis de 3*1028 esporas estimulé el proceso de germinacion. Resultados
similares fueron obtenidos por Diaz y Ayala (2011), donde comprobaron los efectos en la
germinacion de semillas de Talipariti elatum (majagua) sometidas a remojo durante 48 horas
y seguido de un tratamiento con T. harzianum, con valores significativamente mayores a
diferencia de los otros tratamientos. Ramirez et al., (2015), determinaron que el porcentaje
de germinacién en las especies forestales Lysiloma behanensis L (soplillo), Caesalpinia
violacea (Mill.) standl (yarta) y Albizia procera (Roxb.) Benth (siris blanco), al aplicar T.

harzianum fue mayor que el testigo.

Tabla 4. Parametros medios de la germinacion de S. macrophylla

Parametros de Tratamientos
germinacion o 1 T T3
Capacidad 85,33+2,40° 78,67+2,35P 78,67+2,35P 94,67+3,452
germinativa
Velocidad de 5,31+0,622 4,59+2 352 4,870,622 5,430,772
germinacion
Dia de inicio de 14,58+1,022 15,0+1,03? 14,17+1,012 14,59+1,792

la germinacion

Vigor 16,25+1,82° 14,99+0,68° 14,99+0,65° 18,03+0,422

germinativo

En una misma fila letras desiguales difieren significativamente mediante la prueba de Tukey
con una p <0,05.

4.2 Determinacion de la respuesta de los parametros morfoldgicos y fisioldgicos de
plantulas de S. macrophylla

Los resultados del anélisis multivariado de la varianza representado mediante modelo lineal
(Tabla 5), obtenidos a partir de los parametros morfologicos relacionados con el crecimiento
y desarrollo de las plantulas de S. macrophylla, cultivada en condiciones de vivero, indicaron

que existen diferencias significativas entre las variables morfologicas para los cuatro
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tratamientos. Esto demuestra el efecto de la aplicacién de dosis de Trichoderma como
microorganismo eficiente contribuye al crecimiento y desarrollo de las plantas. Los
resultados del contraste multivariado determinados por la Traza de Pillai, Lambda de Wilks,
Traza de Hotelling y Raiz mayor de Roy confirmaron que los tratamientos TO, T1, T2y T3

mostraron diferencias en las medias (p<0,05).

Tabla 5. Resultado del contraste multivariado de la varianza en relacién a la morfometria de

las plantas
Gl de gl de
Efecto Valor F hipotesis error Sig.
Interceptacion Traza de Pillai 0.997 1874.524° 8.000 49.000 0.000
Lambda de
] 0.003 1874.524P 8.000 49.000 0.000
Wilks
Traza de
_ 306.04 1874.524° 8.000 49.000 0.000
Hotelling
Raiz mayor de
306.04 1874.524P 8.000 49.000 0.000
Roy
Tratamientos Traza de Pillai 1.534 6.675 24.000 153.000 0.000
Lambda de
) 0.075 8.547 24.000 142.716 0.000
Wilks
Traza de
) 5.552 11.027 24.000 143.000 0.000
Hotelling
Raiz mayor de
4.422 28.190° 8.000 51.000 0.000

Roy

a. Disefio : Interceptacion + Tratamientos
b. Estadistico exacto
c. El estadistico es un limite superior en F que genera un limite inferior en el nivel de significacion.

Los valores medios y desviacion estandar de los parametros morfolégicos utilizados en el
analisis multivariado de la varianza (MANOVA) (Tabla 6), indicé que las plantas cultivadas
con mayor dosis de Trichoderma 3*108 UFC, presentaron mayor crecimiento en los valores
promedios de altura, diametro en el cuello de la raiz, nimero de hojas, volumen de raiz,
biomasa aérea y radical. Los valores medios en todas las variables analizadas fueron

significativamente inferiores al testigo.

37



Tabla 6. Valores medios y desviacion estandar de los parametros morfoldgicos utilizados

en el analisis multivariado de la varianza (MANOVA)

T H DCR No Largo No. Volume  PSA PSR
hojas de la raices nde raiz
raiz

T0 11,57+ 0,20+0, 4,40+0, 4,83+1, 7,40+1, 153+0, 0,38+0, 0,080,
1,60° 03¢ 74° 06° 24°¢ 26¢ 03¢ 01¢

T1 14,19+ 0,28+0, 4,670, 7,57+2, 9,40+1, 2,07+0, 0,400, 0,110,
1,312 049° 62¢ 218 81° 520 05¢ 02°
T2 14,81+ 0,30+0, 5,071, 5,87+1, 12,27+ 24740, 0,450, 0,120,
1,532 040° 16° 17b¢ 2,432 51ab 03" 01°

T3 14,93+ 0,35+0, 5,74+1, 6.63+1, 10,20+ 2,60+0, 0,49+0, 0,130,
1,432 0392 102 84> 1,74° 528 022 012

En una misma columna letras desiguales difieren significativamente mediante la prueba de
Tukey con p <0,05.

Santana - Diaz y Castellanos - Gonzalez (2018), menciona que el efecto del Trichoderma
sobre Cedrela odorata, incrementd las variables altura, nimero de hojas y biomasa seca de
la parte aérea de la planta. Ramirez etal., (2015), concluye que la aplicacion de Trichoderma
en el sustrato favorece el desarrollo y calidad de las plantas.

La altura de la planta en condiciones de vivero es un indicador del grado de desarrollo de la
parte aérea, de ahi que la tendencia debe ser conseguir una planta en vivero cuya altura
maximice la supervivencia, mostrando al tratamiento T3 medias superiores al resto de los
tratamientos.

El diametro del cuello de raiz (DCR) se considera un predictor de la supervivencia y
desarrollo, ofrece una relacion muy favorable entre el bajo costo de su medicion y su
capacidad de pronostico de respuesta en campo. Este pardmetro morfoldgico muestra una
aproximacion de la seccién transversal de transporte de agua, de la resistencia mecanica y
de la capacidad relativa para tolerar altas temperaturas en la superficie del suelo, por lo que
las plantas cultivadas en T3 manifiestan mayor resistencia mecanica.

DCR, es uno de los atributos morfoldgicos mas utilizados en la caracterizacion de la calidad
y de prondstico de supervivencia de la planta, por su bajo costo de su medicion y capacidad
predictiva de respuesta en el campo (Barmett, 1984). Esto se fundamente en la relacion que
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existe, entre el diametro del cuello de raiz y el grado de lignificacién del tallo, y por otro
lado con el desarrollo radical, el cual a su vez se correlaciona con otros parametros como la
masa total de la planta o la masa radical (Mexal y Landis, 1990; Pefiuelas y Ocafa, 1991,
Serrada, 1995).

El peso seco es una medida mucho mas estable que el peso fresco, este Ultimo esta sujeto a
cambio debido a las fluctuaciones ambientales y fisioldgicas (Thompson, 1985).

Las propiedades de los atributos de la raiz, dada su estrecha relacion con la capacidad
absorbente de la planta, son mas adecuados para pronosticar la supervivencia en plantacion
que los atributos de la parte aérea, de modo que la obtencion en vivero de sistemas radicales
méas y mejores desarrollados puede constituir una garantia de la actividad de la planta,
especialmente en zonas de plantacion con condiciones adversas (Oliet, 2000). Esto refleja
que las plantas cultivadas con los tratamientos T1, T2 y T3 reflejaron mayor cantidad de
raices en relacién al testigo y por consiguiente mayor capacidad de absorcion de agua y
nutrientes. Romero et al., (2008) observaron que la inoculacion de Trichoderma en el
sustrato tuvo efecto promotor en el crecimiento y desarrollo.

Las variables morfoldgicas relacionadas con el crecimiento y desarrollo de las plantas
mostraron una correlacion significativa (p<0,05), expresada a través de la matriz de
correlacion de Pearson (Tabla 7). Las variables asociadas a la biomasa aérea reflejaron una
relacion fuerte con la biomasa radical, como indicador del equilibrio estructural de las
diferentes partes de la planta, esto refleja que a mayor altura de la planta, mayor DCR, mayor
namero de hojas, peso y mejor sistema radical.

Tabla 7. Matriz de correlacion de Pearson entre variables morfologicas del crecimiento y
desarrollo de las plantas

H DCR NH LR NR VR PSA PSR
H 1 0,661 0,433 0,266 0,434™ 0,436 0,598 0,639"
DCR 1 0,342 0,220 0,366 0,462 0,667 0,718
NH 1 -0,052 0,482 0,221 0,378 0,366
LR 1 -0,036 0,251 0,096 0,223
NR 1 0,643 0,355 0,541
VR 1 0,504™ 0,639
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PSA 1 0,778
PSR 1

*

: La correlacion es significativa en el nivel 0,01

La correlacion es significativa en el nivel 0,05
Los indices y relaciones morfoldgicas reflejaron diferencias significativas con relacion al
testigo (p<0,05), con excepcion del indice de fibrosidad (Tabla 8). El indice PSA/PSR reflejo
valores més elevados en TO, esto quiere decir que las plantas de este tratamiento presentan
menor capacidad de sobrevivencia, obteniendo valores mas bajos en los tratamientos
sometidos a diferentes dosis de Trichoderma, como expresion de una mejor supervivencia
en campo, lo cual se debe al reducirse la superficie transpirante respecto a la absorbente.

Tabla 8. ANOVA de un factor para los indices y relaciones morfoldgicas de las plantas
cultivadas en vivero

indices Tratamientos
TO T1 T2 T3
H/PSA 30,43+1,03" 35,25+0,09°% 33,37+1,06% 30,63+1,33"
PSA/PSR 4,54+0,06° 3,69+0,60° 3,76+0,05" 3,74+0,05°
E 57,94+0,02° 52,87+0,05" 50,83+0,03" 43,52+0,07°
Qi 0,007+0,01¢ 0,009+0,02° 0,011+0,02° 0,031+0,012
IF 17,73+1,022 18,88+1,11° 20,83+1,172 19,93+1,222

En una misma columna letras desiguales difieren significativamente mediante la prueba de
Tukey con p <0,05.
La esbeltez resulté con valores mas bajos en los tratamientos donde se inocul6 el hongo de

Trichoderma a diferentes dosis, esta disminucion del valor significa mayor resistencia
mecanica de la planta frente al efecto de los viento o la sequia.

El indice de calidad de Dickson resultdé con medias superiores en T3, lo cual expresa la
potencialidad de la planta en relacién con la sobrevivencia y el crecimiento.

La relacion A/PSA es referido como una medida del grado de lignificacion de la planta
(Gomes et al., 2002), sin embargo puede ser interpretado también como un estimador de la
asimilacion neta fotosintética de la planta y por tanto indicaria una mayor expectativa de

supervivencia; es decir los valores menores serian recomendados. En este sentido, los
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tratamientos utilizados fueron pocos diferenciados. Dicha relacién si bien no es usada
comunmente para expresar la calidad pudiera representar una posibilidad para evaluar el
grado de lignificacion y la tasa de asimilacion neta (Gomes et al., 2002; Zumkeller et al.,
2009).

El indice de calidad de Dickson que resulta de integrar los valores de la biomasa total, indice
de esbeltez y de la relacion parte aérea/raiz, muestra que los mayores valores se obtuvo con
la dosis 3*108 UFC de Trichoderma, mientras que los mas bajos fueron con dosis de
0.75*108 UFC. Este indice al combinar la informacion de dos indices y ajustarlo por efecto
de tamano de la planta muestra que un aumento en el indice representa plantas de mejor
calidad, lo cual implica que, por una parte, el desarrollo de la planta es grande y que al mismo
tiempo las fraccione aérea y radical esta equilibrada (Oliet, 2000).

La relacién entre materia seca de la parte area y la materia seca de la raiz es considerada
como un elemento eficiente y seguro para expresar la propiedades de la evaluacion en un
sistema de produccion en tubetes o contenedores, que generalmente para climas secos o
tropicales se prefiere valores cercanos a 2.0 que serian la mejor relacion entre estos atributos
(Navarro et al., 2006).

La esbeltez, permite estimar la resistencia fisica de las plantas durante las operaciones de
plantacion y su resistencia al efecto mecanico del viento, segun indican Aranda et al., (2005).
El consumo de nutrientes por parte de las plantas depende de la habilidad de las raices para
absorberlos, de la capacidad del sustrato para suministrarlo y de la accesibilidad de los
mismos, lo que estd determinado por el tamafio y la configuracion del sistema radical
(Ramirez y Rodriguez, 2004). Ramirez et al., (2015), para el indice de calidad de Dickson
obtuvieron valores més altos en los tratamientos en los cuales no se aplicé Trichoderma,
para la especie forestal C. violacea (yarua), en cambio para la relacién PSA/PSR obtuvieron
resultados favorables para la especie L. behanensis (soplillo), destacando la aplicacion de
Trichoderma como mejor tratamiento. Para la determinacion de la esbeltez obtuvieron

resultados més bajos con la aplicacion de Trichoderma.

4.3 Dendrograma jerarquico con las variables de germinacion, indices y relaciones

morfologicas

El anélisis del dendrograma jerarquico, a partir de las medidas de distancia de aglomeracion

reescalada, con un criterio de corte de cinco unidades a traves de la combinacion de las

variables morfolégicas asociadas a la germinacion, crecimiento y desarrollo de las plantas
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resultd con tres grupos (Figura 6). EIl primer grupo estuvo conformado por T1 y TO,
correspondiendo al testigo y tratamiento con menores dosis de Trichoderma, el segundo
compuesto por T2y tercero por T3, encontrandose en los dos ultimos grupos los tratamientos
que presentaron mayor dosis del hongo Trichoderma. Estos resultados demostraron la
respuesta favorable de mayores dosis de Trichoderma como mecanismo bioestimulante que
promueve la germinacion, crecimiento y desarrollo de las variables analizadas en este

estudio.

Dendograma vinculacion vecino mas cercano
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Figura 6. Dendrograma jerarquico de las variables de germinacion, crecimiento y
desarrollo de las plantas de S. macrohylla en funcién de los tratamientos

4.4 Curvas presion volumen

Los parametros hidricos (Tabla 9), derivados de las curvas presion-volumen (Figura 7)
indicaron diferencias significativas entre el testigo (TO) y T3, excepto para ¥u° lo que
evidencid el efecto de la inoculacion Tricoderma en concentracion de 3*108 UFC, en la
capacidad de absorcion de agua de las plantulas y el reflejo en las relaciones hidricas de las
mismas. La respuesta hidrica de estas debe ser considerada y manejada para lograr su calidad

fisioldgica, sobre todo si su destino final sera sitios de escasas precipitaciones.
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Tabla 9. Valores medios y desviacion estandar de los parametros hidricos

Tratamiento ~ CHR%(%) Pul%(MPa) P (MPa) g(MPa)

T0 -3,12+0,09?

91,21+1,092 -3,41+0,10* 30,901,052
T1 -2,91+0,20¢

94,41+1,01° -3,16+0,11° 53,43+1,01°
T2 -2,87+0,04%

96,07+0,97°¢ -3,11+0,05" 82,97+1.28°
T3 -2,27+0,20°

96,89+0,90° -3,05+0,10¢ 92,73+1,66¢

En una misma columna letras desiguales difieren significativamente mediante la prueba de
Tukey con p <0,05

Al tratarse de plantas muy jovenes, a partir de este periodo se pueden regular las condiciones
de riego para obtener plantas mas resistentes a las limitaciones de agua, lo que garantice
mayor arraigo postrasplante. De acuerdo a los valores de los parametros hidricos son plantas
que, con la pérdida de pequefios volumenes de agua, entre 9-3% aproximadamente (Ver
CHRO en tabla 9; TO-T3) llegan al punto de pérdida de la turgencia. Los potenciales
osmoticos a maxima saturacion y a saturacion cero también difieren entre tratamientos.
Potenciales més bajos son el reflejo de la menor entrada de agua por el sistema radical, lo
que es expresado a través de la respuesta de la planta. Aquellas con mayor disponibilidad
hidrica tendra valores mas altos tal y como se reflejo en el tratamiento T3. En relacion al
modulo de elasticidad de las paredes celulares, se trata de paredes celulares rigidas; en el
testigo (T0) se evidencid paredes menos rigidas. Estos resultados obedecen a que se trata de
plantas ain muy jovenes (Azcon-Bieto y Taldn, 2008). Otros investigadores han reportado
valores diferentes cuando plantulas de Talipariti elatum (Sw) Frixell se han producidos en
diferentes sustratos organicos con capacidades de retencion de humedad diferentes, que
aungue se trata de una especie diferente si se comprobd que el comportamiento de los
parametros hidricos est& condicionado por la disponibilidad de agua (Arteaga-Crespo et al.,
2018).
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Figura 7. Curvas de presion —volumen de los parametros hidricos de S. macropylla

En la tabla 10 se puede observar una alta correlacion de los parametros hidricos con los

atributos de la raiz.

Tabla 10. Matriz de correlacion de Pearson entre las variables hidricas y atributos del sistema

radical de S. macropylla

Pyl Py° CHRO g L.Raiz NR VR
Pl 1 0,764 0,744™ 0,568" -0,454 0,029 -0,096
w0 1 0,250 0,074 -0,301 0,540 0,179
CHR® 1 0,908™ -0,356 -0,388 -0,163
€ 1 -0,253 -0,439 -0,579
L.Raiz 1 -0,036 0,251
NR 1 0,643™
VR 1

** ., . e . .
La correlacion es significativa en el nivel 0,01
*
La correlacion es significativa en el nivel 0,05

CONCLUSIONES
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e Lamorfologia de las semillas de S. macropylla manifesté un patron con altos niveles
de variacién en la forma y tamafio de las semillas, resultando el volumen de semillas
con mayor variabilidad, lo cual pudiera estar asociado al peso y estructura de las

semillas.

e La prueba de viabilidad de las semillas permitié6 comprobar la tincion en las
estructuras esenciales del embrion, resultando un 84% de semillas con viabilidad y

con mayor porcentaje en la categoria de vigor alto.

e La dosis de 3*108 UFC, de Trichoderma estimuld la germinacion de las semillas,
expresado en los parametros capacidad germinativa, velocidad de germinacion y

vigor germinativo con valores significativamente superiores.

e Los resultados del contraste multivariado de la varianza (MANOVA) reflejaron el
efecto positivo de la aplicacion de dosis de Trichoderma en las variables de
crecimiento y desarrollo, resultando las plantas cultivadas en el tratamineto T3 con
mayor crecimiento en altura, didmetro en el cuello de la raiz, nimero de hojas,

volumen de raiz, biomasa aérea y radical.
e Los parametros hidricos, derivados de las curvas presion-volumen, mostraron
diferencias significativas entre el tratamiento TO y el tratamiento T3, excepto para

ww?, lo que evidencid el efecto de la inoculacion de dosis de Trichoderma en la

capacidad de absorcion de agua de las plantulas.

RECOMENDACIONES

45



e Continuar con el proceso de monitoreo de datos de crecimiento y desarrollo en los
diferentes tratamientos hasta la fase donde se demuestre que las plantas son aptas
para las condiciones de plantacion.

e Presentar estos resultados a los actores sociales y gubernamentales responsables de
la actividad forestal para facilitar la implementacion de dosis de Thichoderma en los
viveros forestales, como experiencia pionera en condiciones amazonicas para el
sector forestal.

e Fortalecer los estudios de calidad de las plantas forestales con tecnologia de tubetes
o contenedores forestales, de manera tal que propicie una ficha tecnolégica para
garantizar plantas de mayor calidad, como satisfaccion de los programas de
reforestacion y restauracion de ecosistemas degradados donde se inserte este

importante recurso forestal.
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