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INTRODUCCION

Las hortalizas constituyen un grupo de cultivos fundamentales en la
produccién agricola, representando un renglon fundamental desde el punto de
vista tanto economico y social (Pulido et al., 2003). Actualmente, el melon
mexicano tiene gran importancia en el mercado internacional por su calidad tanto

por su superficie sembrada como la captacion de divisas (Arellano, 1993).

Actualmente un factor que permite alcanzar mayor competitividad en el
mercado mundial de los productos agricolas es la reduccion del uso de
agroquimicos, cuyo costo depende en gran medida del precio del petréleo y tiene
impactos nocivos sobre el medio ambiente (Caballero- Mellado, 2004). La
sustitucion parcial o total de agroquimicos por los beneficios de los
microorganismos repercute en altos rendimientos del cultivo, ademas de ser una
alternativa valiosa para lograr una produccion sostenible. La utilizacion de
microorganismos benéficos ha tenido una amplia difusion en los Ultimos afios,
debido a su efecto positivo sobre el rendimiento de muchos cultivos en distintas
situaciones y a la factibilidad de permitir desarrollar una agricultura organica
(Compant, 2005).

Los inoculantes microbianos representan una nueva tecnologia para mejorar
la productividad de los sistemas agropecuarios a largo plazo. Es una tecnologia
limpia, alineada con los principios de la agricultura sustentable, frente al abuso de
la utilizacion de pesticidas y fertilizantes. Los microorganismos son utilizados en la
practica agricola habitual, y otros tienen potencialidad para ser utilizados en el
futuro (Naiman et al., 2009). A finales de la década de los 70 Kloepper y Schroth
utilizaron el término PGPR (Plant Growth Promoting Bacteria) para referirse a
aquellas bacterias que se encuentran libres en el suelo, capaces de adaptarse,
colonizar y permanecer en la rizosfera de la planta. Recientemente la
denominacion se ha extendido a microorganismos PGP (Plant Growth Promoting)

para incluir hongos y cualquier organismo afin (Aguirre, 2009).



Desde hace varios afios se conoce la habilidad de los hongos para
incrementar la tasa de crecimiento y desarrollo de las plantas, en especial de su
sistema radicular por excrecion de hormonas vegetales como las auxinas. Los
microorganismos PGP como Trichoderma spp. también ayudan al control de
patdogenos que podrian estar presentes en la rizésfera, ademas de actuar como
bioestimulador del crecimiento radical (Capull et al., 2010). Un efecto remarcable
se observa sobre el sistema radicular, en donde se incrementa el desarrollo de
raices adventicias y pelos absorbentes, estos ultimos muy importantes para la

absorcion de nutrientes (Pérez et al., 2009).

Sandoval et al.,, (1992) demostr6 que biopreparados de T. harzianum
aplicados a plantas de tomate y pimiento favorecen su desarrollo, al conseguirse
plantas de mayor altura, hojas mas grandes y un crecimiento radicular de mayores
dimensiones. La induccion al crecimiento de las plantas superiores por la sintesis
microbiolégica de fitohormonas puede constituir una alternativa viable en el

contexto de una agricultura ecolégica sustentable (Frankenberger, 1995).

Palabras clave. Trichoderma, Bioestimulador, Promotores Crecimiento Vegetal,

Metabolitos secundarios.

Correo electronico; Alexis Vuelvas Calderén, honner39vuca@gmail.com
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OBJETIVO.

Determinar el efecto de los metabolitos secundarios de varias especies de

Trichoderma en el desarrollo radical de semillas de melén.

Evaluar el efecto de los metabolitos secundarios en la produccién de raices

primarias en el cultivo de melon.

Evaluar el efecto de los metabolitos secundarios en produccién de raices

secundarias en el cultivo de melén.

Determinar la produccion de Acido Indol Acético en los exudados de Trichoderma

Spp.
HIPOTESIS

Al menos una cepa de Trichoderma spp. mostrard algun efecto estimulante en la

germinacién de semillas de melon.

Al menos una cepa producira el Acido Indol Acético



REVISION DE LITERATURA
Importancia de los Microorganismos Promotores del Crecimiento Vegetal

Los microorganismos tienen un papel fundamental en ambientes naturales
debido a su cantidad y diversidad pero sobre todo por las actividades que
desarrollan ya que en la mayoria de los casos tienen influencia en organismos
superiores con los que comparte un nicho ecoldgico. Concretamente en el suelo,
los microorganismos desarrollan una amplia gama de acciones que influyen en el
desarrollo y nutricion vegetal (Barea y Olivares, 1998). El suelo esta constituido de
una multitud de diferentes especies de microorganismos, la rizésfera es un
ambiente que la planta misma ayuda a crear y donde los microorganismos
patdogenos y benéficos constituyen una fuerte influencia sobre la sanidad vy
crecimiento de las plantas. Entre los microorganismos y otros agentes que se
encuentran en la rizésfera se incluyen bacterias, hongos, nhematodos, protozoos,

algas y microartrépodos (Johansson et al., 2004).

En la rizésfera existe una expresion de relaciones simbidticas mutualistas
entre microorganismos y plantas, ya que la raiz proporciona un nicho ecoldgico, al
exudar nutrimentos organicos utiles para el metabolismo microbiano (Gonzalez,
2005). Desde el punto de vista de sus relaciones con las plantas, los
microorganismos del suelo se dividen en tres grandes grupos: a) saprofitos; b)
simbiontes parasiticos; ¢) simbiontes, los cuales benefician el desarrollo y nutricién
vegetal. Entre los beneficios para el sistema suelo-planta, pueden citarse los

siguientes:

e Estimulacion de la germinacion de las semillas y del enraizamiento.
e Incremento en el suministro y disponibilidad de nutrientes
e Mejora de la estructura del suelo como consecuencia de la contribucion

microbiana.



La fuente de dichos beneficios en general es atribuible a bacterias y hongos
relacionados con la mineralizacion de sustratos organicos y procesos metabdlicos
y fisioldgicos en la rizésfera (Ferrera et al., 1995).

Microorganismos Promotores del Crecimiento Vegetal (PGPM)

Dentro de este grupo podemos citar a los microorganismos promotores del
crecimiento vegetal conocidos hoy como PGPM. Se le definen asi a los
microorganismos que habitan en la rizésfera y que estimulan significativamente el
crecimiento de las plantas. Los mecanismos por los cuales los PGPM ejercen
efectos positivos sobre las plantas son numerosos. Entre ellos se pueden
mencionar la fijacion de N2, la solubilizacion de fésforo (P), la capacidad de
producir &cidos organicos y otros nutrientes. Ademas, la promocién del
crecimiento de las plantas puede asociarse a la produccion de fitohormonas y a la
proteccion contra hongos patdgenos (Kloepper et al., 1989). Dentro de estos
PGPM existe un sin nUmero de géneros y especies que promueven el crecimiento

en plantas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Microorganismos Promotores Crecimiento Plantas (Dobbelaere, 1999)

Género

Especies

reconocidas

Mecanismos

Azorhizobium

caulinodans

Solubilizacién de P fosforo

Bacillus,

subtilis

Promocion del crecimiento vegetal, biocontrol

Herbaspirillum

seropedicae

Produccién de fitohormonas

Paenobacillus | polymixa Produccién de fitohormonas

Pseudomonas | fluorescens Producciéon de fitohormonas, incremento en la
aurantiaca absorcion de nutrientes y produccion de sideréforos
putida

Rhizobium leguminosarum Producciéon de fitohormonas, incremento en la
meliloti, absorcion de nutrientes, solubilizacién de P,
phaseoli produccion de vitaminas y sideroforos

Penicillium bilai Solubilizacion de P fosforo

Glomus intraradicies Incrementos en la absorcion de P fosforo




Rizobacterias Promotoras del Crecimiento de las Plantas

Entre los microorganismos benéficos para las plantas ya mencionados se
encuentran un grupo de rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas
(PGPR). Estas favorecen el crecimiento de la plantas a través de diferentes
mecanismos entre los que destaca la fijacion biolégica de nitrégeno, la sintesis de
fitohormonas como las auxinas, particularmente el acido 3 indol acético, que
promueve el crecimiento de las raices y la proliferacion de pelos radicales,
permitiendo mejorar la absorcion de agua y minerales del suelo y como
consecuencia un mejor desarrollo de plantas. Estas bacterias colonizan las raices
de las plantas, y al hacerlo, promueven su crecimiento y reducen las
enfermedades producidas por patégenos. La forma de actuar sobre la planta es

directa o indirectamente (Caballero-Mellado, 2006).

Mecanismo Directo: En este mecanismo las rizobacterias sintetizan
compuestos que producen un beneficio a la planta, cuyos compuestos pueden ser,
hormonas del crecimiento y ciertos nutrientes como hierro o fésforo, provenientes

del mundo natural (Cuadro 2).

Cuadro 2. Mecanismos de accién directa de las Rizobacterias Promotoras del

Crecimiento de las Plantas (Chanway, 1997).

Mecanismo Efecto

Fijacion de nitrégeno asociada a la raiz Biomasa y contenido en nitrégeno
Produccion de hormonas (auxinas, Biomasa (parte aérea y radical);
citoquininas, giberelinas) ramificacion de raices; floracion
Inhibicidn de sintesis de etileno Longitud radical




Aumento de la permeabilidad de raiz Biomasa y captacion de nutrientes

Mecanismo Indirecto: En este mecanismo Kloepper (1993) menciona que la
bacteria libera algin metabolito, que afecta a otros factores rizosféricos que
revierten en una mejora o estimulacién del crecimiento de la planta es decir las
bacterias protegen a las plantas de microorganismos fitopatdbgenos. Estos
métodos suponen una alternativa potencial porque es un método de control
bioldgico (Antoun et al., 2006).

Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA)

Muchas plantas captan los nutrientes por medio de interacciones que
establecen con los microorganismos que viven en la rizésfera, especialmente con
aquellos que se han denominado simbiontes. De estos simbiontes de la raiz, los
hongos denominados micorrizas arbusculares (HMA), son las asociaciones mas
comunes que se establecen con la mayoria de las especies de plantas, y

probablemente son, en cantidad, las mas importantes.

Esta simbiosis facilita la captaciéon de fosforo, un nutriente limitante en la
mayoria de los suelos. También influye directa o indirectamente en la absorcién de
otros iones minerales (N, K, Ca, Mg, Fe, Mn). Al igual que las rizobacterias
promueven un mayor crecimiento de las plantas especialmente en aquellos suelos
donde estos nutrientes son escasos. Ademas, juegan un papel importante en la
proteccion contra patogenos de las raices a través de diversos mecanismos de
accion, entre los que se encuentran el micoparasitismo, la lisis enzimatica, la
antibiosis, la competencia por espacio 0 por nutrientes, y la induccién de

resistencia en la planta (Whipps, 2001).

Azcdn (2000) describio la capacidad de los HMA para sintetizar fitohormonas

tales como las auxinas, citoquininas y giberelinas “in vitro” y otras sustancias que




al igual que las rizobacterias, pueden alterar la morfologia y fisiologia de raiz.
Como resultado de los compuestos sintetizados por HMA se produce una

modificacion en la composicion de los exudados radicales.

Generalidades de Trichoderma spp.

Estos hongos se caracterizan por predominar en los ecosistemas terrestres
(suelos agricolas, pastizales, bosques y desiertos) y acuaticos (Zhang et al.,
2005). Algunas especies son de vida libre en el suelo, oportunistas, simbiontes de
plantas, y otras son micoparasitas. Ademas, pueden colonizar distintos ambientes,
debido a su alta capacidad reproductiva (Harman et al., 2004). Los requerimientos
nutrimentales de estos hongos filamentosos son pocos, aunque su crecimiento es
favorecido por la materia organica, humedad y sus temperaturas Optimas de
crecimiento se encuentran en un rango de 25 a 30 °C (Papavizas, 1985). Sin
embargo, se pueden adaptar y sobrevivir en condiciones extremas de
temperatura, pH y salinidad (Widden y Scattolin, 1988).

Caracteristicas Morfolégicas

Este hongo crece y se ramifica en hifas que pueden oscilar entre 3 a 12 ym
de didmetro, segun las condiciones del sitio en donde se esté reproduciendo. El
micelio se caracteriza por poseer hifas mas o menos ramificadas, tabicadas y con
mas de un nucleo por célula. La esporulacion asexual ocurre en conidios, los
cuales son unicelulares, de color verde, hialinos, poseen un solo nucleo haploide,
son ovoides, generalmente tienen 3 a 6 ym de didmetro y se forman sobre
estructuras muy ramificadas o conidiéforos que a su vez se sitan sobre células
especiales denominadas fialidas. Conidiéforos erectos o arrastrados, altamente
ramificados, mas o menos conicos. Las conidias son de distinto tamafio y forma,
pueden ser subglobosas y ovoides. Comunmente forman clamidosporas
intercaladas o raramente terminales, las cuales pueden ser azules a verdes
(Trabanino et al., 2003; Lisboa, 2003).



Importancia en la Agricultura

Uno de los beneficios que mas se ha reportado de Trichoderma para la
agricultura es el antagonismo de microorganismos patdgenos de las plantas. El
antagonismo microbiano es una relacion negativa; es la inhibicion, deterioro o
muerte de un microorganismo por accion de otro. Esta relacion antagonica puede
manifestarse por antibiosis, lisis, reacciones inmunoldgicas, competencia,
parasitismo y predacion; siendo los mas importantes en el control biolégico de
fitopatdgenos, el hiperparasitismo, la antibiosis y la competencia. El antagonismo
es un fenbmeno que se observa en microorganismos de suelo y en la rizésfera, los
antagonistas producen antibiéticos, los cuales actian en competencia por

nutrientes o inducen resistencia en el hospedero (De la Garza, 1996).
Control Biolégico

El género Trichoderma como agente de control biol6gico actla contra los
fitopatdgenos en forma de antagonistas por parasitismo, competencia, antibiosis o
por una combinacion sinergista de estos modos de accién (Ordentlich, 1992).

Micoparasitismo: Es la accion de un microorganismo parasitando a otro y puede
ser definido como una simbiosis antagdnica entre organismos, este consiste en la

utilizacion del patdgeno como alimento por su antagonista (Correa et al., 2007).

Competencia: La presencia de forma natural de Trichoderma en diferentes suelos
(agricolas y forestales), se considera una evidencia de la plasticidad ecolégica de
este hongo y de su habilidad como excelente competidor por espacio y recursos

nutricionales (Infante et al., 2009).

Antibiosis: Muchas cepas de Trichoderma producen metabdlitos secundarios
volatiles y no volatiles, algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros
microorganismos con los que no hacen contacto fisico. Tales sustancias
inhibidoras son consideradas "antibioticos” como gliotoxina, viridina, trichodermina,
suzukacilina, alameticina, dermadina, trichotecenos vy trichorzianina (Infante et al.,
2009).



Trichoderma como Estimulante del Crecimiento Vegetal

Durante muchos afios ha sido conocida la habilidad de los hongos para
incrementar la tasa de crecimiento y desarrollo de las plantas, en especial de su
sistema radicular por la produccion de hormonas vegetales como las auxinas
(Sandoval et al., 1992). Trichoderma es un género de hongos que tiene bastante
importancia para la vida humana y la funcionalidad de un ecosistema,
descomponedor de la materia orgénica, esencial en la recirculacién de nutrientes

en el medio ambiente.

Algunos miembros de este género tienen asociaciones simbidticas con
plantas, leguminosas, gramineas, solanaceas etc, mientras otros son utilizados
como biocontroladores contra organismos patégenos como Fusarium 'y
Rhizoctonia (Druzhinina, 2005), también se conoce que algunas especies llevan a
cabo la produccién de metabolitos secundarios (MS) como antibiéticos y

promotores del crecimiento de plantas (Harman et al., 2004).

Trichoderma spp. uno de los hongos que esta presente en todo tipo de
suelos agricolas y ecosistemas, su versatilidad, adaptacion y facil manipulacion ha
permitido su uso por mas de 70 afios como antagonista para el control de

enfermedades en plantas producidas por hongos (Kubicek, 1993).

Agrios (1996) reporta que este hongo hiperparasito actia por medio de una
combinacion de competencia por nutrientes, producciébn de metabolitos
antifingincos, enzimas hiodroliticas y micoparasitismo, ademas de producir
sustancias promotoras del crecimiento de plantas. El uso de estas sustancias
secretadas mediante biopreparados con especies de Trichoderma han
demostrado estimular el crecimiento vegetal en el cultivo del tabaco donde se han
conseguido plantas de mayor peso, altura y hojas de dimensiones mas grandes
(Sandoval et al., 1992).

Weber et al., (2000) Observo que T. harzianum y T. viride promovian el
crecimiento de plantas ornamentales y que al mismo tiempo eran protegidas

contra Fusarium oxysporum, patégeno ocasiona los marchitamientos vasculares
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en sus huéspedes al mismo tiempo se encontré que una cepa de Trichoderma
spp. contribuia al crecimiento, en profundidad de las raices de maiz y de algunos
pastos, haciendo que estos cultivos fueran mas resistentes a la sequia.

Mientras tanto Bellone et al., (1999) mencionan que en plantulas cultivadas
en vermiculita a partir de semillas tratadas con Trichoderma spp. se observé un
incremento en el porcentaje de germinacion, el peso seco y la longitud de las
plantulas respecto al de las no tratadas, lo que indica mayor absorcion de
nutrientes. Fernandez (2006), también hace mencion de utilizacion de productos a
base de Trichoderma spp. y reporta que plantas tratadas con productos a base de
Trichoderma incrementan la altura y la biomasa seca de plantulas de jitomate de

hasta un 32% en comparacion a plantas no tratadas.

Por otra parte Estévez et al.,, (2001) demostré6 que cepas de Trichoderma
spp. incrementan el crecimiento de las plantas y la capacidad de absorcion de
nitrégeno, fosforo y ciertos microelementos en la plantas inoculadas con
biopreparados de este hongo. Bailey et al., (1993) menciona que diversos aislados
de Trichoderma harzianum estimulan el crecimiento vegetal hasta un 300%,
debido a que son capaces de sintetizar determinados compuestos con caracter
hormonal. Estos aislados producen ademds diferentes &cidos organicos que
disminuyen el pH, solubilizando el fosforo del medio, asi como otros nutrientes,

mejorando el desarrollo de la planta.
Metabolitos Secundarios de Trichoderma spp.

El término “metabolito secundario” incluye un grupo heterogéneo de
compuestos naturales de diferente composicion quimica, posiblemente
relacionados con funciones de sobrevivencia del organismo, tales como
competencia contra otros micro y macroorganismos, simbiosis (Demain, 2000).
Trichoderma produce gran cantidad de metabolitos los cuales son capaces de

inhibir el crecimiento microbial (Sivasithamparam, 1998).
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La producciéon de metabolitos secundarios por Trichoderma spp. depende de
la cepa; de acuerdo a Sivasithamparam (1998), estos fueron clasificados en tres

Categorias:

e Peptaiboles, los cuales son oligopéptidos lineales de 12 a 22 aminoacidos
ricos en acido a-aminoisobutirico como las trichorzianinas.

¢ Antibi6ticos polares como acido heptelidico y acido koningico, gliotoxina,
gliovirina, viridiol y viridina.

¢ Antibidticos volatiles por ejemplo 6-pentil-a-pirona (6PAP), 6-pent-1-enil-a -
pirona, koninginina A, cloroformo, 5-metil-2-etilfuran y muchos de los

derivados de isocianidos, las cuales pertenecen a las pironas.

Gravel et al., (2007) menciona que entre los MS de Trichoderma spp. se
encuentra el acido-3-indolacético (AlA) una hormona inductora del crecimiento

vegetal.
Fito - Estimuladores Vegetales

Algunas bacterias y hongos producen sustancias que estimulan el
crecimiento de planta. El mejor ejemplo entendido es la hormona auxina. Ademas,
otras hormonas asi como ciertos compuestos volatiles y el cofactor pirroloquinolina

quinona (PQQ) estimulan el crecimiento de las plantas.

La hormona promotora del crecimiento de la raiz auxina esta presente en los
exudados de la raiz y por lo general es sintetizada a partir del aminoacido exudado

triptéfano (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Cuadro 3. Microorganismos Fito - Estimuladores del Crecimiento Vegetal.

MICROORGANISMO FITOESTIMULANTE EFECTO
Trichoderma spp acido-3-indolacético (AlA) | Hormonas inductoras
del crecimiento (Gravel et al., 2007)
Hongos Micorrizos Auxinas: Hormonas inductoras
Arbusculares (HMA) acido-3-indolacético (AlA) del crecimiento (Gravel et al,, 2007)
. - Procesos de division celular
Citoquininas

(Klee,1991)
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Rizobacterias Auxinas Hormona inductora

Promotoras de acido-3-indolacético (AlA) del crecimiento (Glick etal., 2007)

Crecimiento de Plantas

Fito - Hormonas

Las fitohormonas son sustancias enddgenas bioactivas presentes en las
plantas, que controlan diversos procesos del metabolismo vegetal. Estas se
caracterizan por participar en variadas respuestas morfogenéticas y de
crecimiento de manera pleotrdpica, esto quiere decir, que una misma hormona
participa en diferentes procesos y ademas, que dependiendo de su concentracion,
la misma hormona puede ser estimulatoria o inhibitoria de una misma respuesta
(Srivastava, 2002).

Las hormonas regulan muchos procesos fisioldgicos en plantas superiores,
tales como el crecimiento y alargamiento celular, diferenciacion y especializacion
de tejidos, y la induccién de sintesis de proteinas (Davis, 1995). De acuerdo con
su estructura y funcion fisiolégica, las hormonas han sido clasificadas en varios
grupos que comprenden a las auxinas (AX), citoquininas (CK), acido abscisico
(ABA), giberelinas (GA), etileno, jasmonatos (JA), &cido salicilico (SA),
brasinosteroides, poliaminas (Srivastava, 2002).

La aplicacién practica de estos compuestos es muy diversa y su utilizacion
actual en la agricultura es frecuente y en continuo aumento. Las auxinas son un
grupo de compuestos reguladores del desarrollo de las plantas que, entre otros
efectos, influyen en el crecimiento, la division celular y la formacion de raices.
Fueron las primeras fitohormonas identificadas y es precisamente el acido indol
acético (AlA), la principal auxina endogena en la mayoria de las plantas
(Srivastava, 2002). Las auxinas se encuentran en la planta en mayores cantidades
en las partes donde se presentan procesos activos de divisién celular, lo cual se

relaciona con sus funciones fisiolégicas asociadas con la elongacion de tallos,

13



formacion de raices adventicias, induccion de floracion, diferenciacion vascular y

de la dominancia apical (Davis, 1995).

Rayle (1992) sefiala que las auxinas se generan principalmente en las partes
jovenes de las plantas: apices, frutos y hojas en desarrollo. Las auxinas estimulan

la elongacion del tallo y promueven la formacion de raices.

Wightman et al. (1980) estudiaron los factores hormonales como control de
la iniciacibn y desarrollo de raices laterales de frijol, encontraron que a

determinada concentracion de AlA, promueve la iniciacion de raices laterales.

Algunas auxinas, como el propio AIA, son sintetizadas por algunos
microorganismos como Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas, Rhyzobium. La
sintesis microbiologica de estas sustancias resulta de gran importancia ya que su
aplicacion permite el aumento de los rendimientos y la calidad de las cosechas en

la agricultura (Patten et al., 1996).
BIOZYME TF

Es un regulador de crecimiento de tipo complejo, obtenido de extracto de
origen vegetal. Se aplica foliarmente y permite incrementar rendimiento y calidad
en todo tipo de cultivo. Estimula diferentes procesos metabdlicos vy fisioldgicos en
la planta como division celular (GBM, 2008).

Composiciéon porcentual Biozyme TF
Ingredientes activos

MICIrO €lEMENTOS. ... 1.86%

(Equivalente a 19.34 g/L)

ZINC (ZN). et 0.37%
FIermo (F€) «uenee i 0.49%
Magnesio (MQ). .. .cueeiie e 0.14%
BOIO (B). . 0.30%
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AZUTE (S 0.44%
Extractos de origen vegetal y fitohormonas biol6égicamente

ACHIVAS. . 78.87%
Giberelinas ..o 32.2 ppm
(Equivalente a 0.031 g/L)

Acido indol @CEHHCO. .......couveee e 32.3ppm
(Equivalente a 0.031 g/L)

ZeatiNa. ... 83.2 ppm
(Equivalente a 0.083 g/L)

Ingredientes inertes:

Diluyentes y acondicionadores............ccccoiiiiiiiiiiiiniiians 19.27%
Total. 100%
TWEEN 20

COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

Descripcién del producto Ester de un acido graso saturado y sorbitan
polioxi etilenado

INCI Denominacion: Polysorbate 20
INGREDIENTES PELIGROSOS
Nombre quimico NUumero EINECS %  SimboloFrases-R

No contiene ingredientes peligrosos (2001/58/CE).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Experimento

El experimento se realizd en el Laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila.

Microorganismos Bioldgicos Evaluados

Se evaluaron 5 cepas de Trichoderma spp. y un producto comercial Biozime
TF. Las cepas de Trichoderma fueron proporcionadas por el Laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Parasitologia de la Universidad, fueron

resembrados para su conservacion en papa dextrosa agar, con las siguientes

claves.
» Ta = Trichoderma asperellum
» Ty = Trichoderma yunnanense
» Tl = Trichoderma lignorum
» Thz = Trichoderma harzianum
» Tv = Trichoderma viride

Incremento de Microorganismo

16



Los microorganismos bajo estudio fueron incrementados en cajas petri con
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA). Se depositd un explante de cada una
de las cepas de Trichoderma spp. en el medio de cultivo incubandolas por 4 dias a
28 °C. Posteriormente se realizaron resiembras en PDA con el fin de tener las

cepas activas para los siguientes ensayos.

Preparaciéon de caldo de papa sacarosa (CPS)

Para la preparacion del medio de cultivo donde se desarrollaron las cepas de
Trichoderma spp. se utilizé caldo de papa, licor hidrolizado de maiz, extracto de

malta, azucar, cloruro de calcio en las siguientes concentraciones:

140 gr de papa/ 700 ml de agua

1 gr sacarosa/ 700 ml de agua

1 ml licor hidrolizado de maiz / 700 ml de agua
0.5 gr extracto de malta/ 700 ml de agua

0.5 gr de CICa/ 700 ml de agua

YV V. V V V

Se prepararon un total de 5 matraces con 700 ml de caldo de papa,
posteriormente se agregaron 10.5 gr de sacarosa, 0.5 gr de extracto de malta, 1
ml de licor hidrolizado de maiz y 0.5 gr de Cloruro de calcio. La mezcla se
esterilizd, obteniendo como resultado el medio de cultivo para crecimiento y

desarrollo de las cepas bajo estudio.
Siembra de Microorganismo
Una vez obtenido el medio nutritivo se sembré en cada uno de los matraces

y por separado un explante de cada una de las cepas de Trichoderma, todo esto

en condiciones asépticas para evitar la contaminacién con otros microorganismos.
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Posteriormente se colocaron (incubaron) en una agitadora a temperatura ambiente
(28 £ 2 °C) durante 72 h a 130 rpm.

Obtencion del extracto metabodlico

A las 24, 48 y 72 horas de incubacion se obtuvieron 50 ml del medio en
crecimiento de cepas de Trichoderma (bajo condiciones asépticas) para
posteriormente usarlas en las determinaciones de Acido 3 Indol acético y como

tratamientos por aspersion a semillas de melon.

Determinacién de Acido 3 Indol Acético

Para la deteccion cualitativa del Acido 3 Indol acético, se seleccionaron las
muestras extraidas a las 72 h de incubacion de las cepas de Trichoderma, se
utilizé la técnica colorimétrica de Salkowski (Glickmann y Dessaux, 1995), donde
se colocaron 30 ml de la muestras en tubos Falcon de 50 ml, los cuales fueron
centrifugaddos durante 15 minutos a 4000 rpm. Posteriormente en tubos de ensaye
de 10 ml se colocd 1 ml de las muestras centrifugadas, agregando el reactivo de
Salkowski (7.5 ml HCIO,4, 0.056 g FeCl; anhidro en 12.5 ml de H,0), en relacién
1:1. Para el testigo positivo se preparé una muestra de Acido Indol acético
comercial a una concentracion de 20 ug/ 1 ml de agua. Al aplicar el reactivo de
Salkowski, las muestras se incubaron a temperatura ambiente y obscuridad

durante 30 minutos para esperar su reaccion.

Aplicacién de Extractos Obtenidos Durante los Tres Tiempos de Incubacién.

Para cada uno de los tratamientos se tomaron 10 mL de las muestras que se
extrajeron a las 24, 48 y 72 de horas de incubacion de cada una de las cepas,
colocandolas en matraces de 50 mL incorporando una gota de tween 20.
Posteriormente se seleccionaron 10 semillas hibridas de melon a las cuales se les

agregaron 50 uL de los concentrados por separado, dejandolas reposar durante 20
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minutos, con la finalidad de que la semilla absorbiera el tratamiento. Una vez
transcurrido el tiempo se colocaron las semillas de melén en tacos de germinacion
y se trasladaron a la camara bioclimatica donde estuvieron por 6 dias a una

temperatura aproximada de 28 °C.

Biozyme TF

En el caso del testigo comercial Biozyme TF, se utilizaron 1 ml de Biozyme
por cada 100 mL de agua. Para el testigo absoluto, solo se traté con agua bajo las

mismas condiciones que los demas tratamientos.

Parametros de Evaluacion
Los parametros evaluados en los ensayos fueron: longitud de raiz principal
(Lr) y nimero de raices secundarias (Rs). Estos parametros se midieron a los 6

dias de iniciado la germinacién en la cAmara biocliméatica.

La determinacion cualitativa del Acido Indol Acético en las cepas de Trichoderma
se efectué mediante la técnica colorimétrica de Salkowski (Glickmann y Dessaux,
1995).

Tratamientos

Los tratamientos fueron siete, con diez repeticiones, su distribucion fue la

siguiente forma:

» Trichoderma asperellum............................. T1
» Trichoderma yunnanense............................ T2
» Trichoderma lignorum......................cco... T3
» Trichoderma harzianum.............................. T4
» Trichoderma viride....................c.cccoiiinnnnn. T5
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Disefio Experimental

Para determinar la influencia de los extractos de crecimiento de las cepas de
Trichoderma sobre el desarrollo de raiz principal y raices secundarias, se aplico
un disefio experimental conmpletamente al azar con 7 tratamientos (cepas de
Trichoderma, Agua y Biozyme) y diez repeticiones con una semilla por repeticion.
Se realiz6 un analisis de varianza con la prueba de comparacion de medias por
Tukey al 0.05% de significancia. Los datos fueron sometidos a un analisis de
varianza (ANOVA) mediante el programa SAS version 8 (Online Doc, 1999).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Produccién de Extractos de Trichoderma

La propagacion y el crecimiento de las diversas cepas de Trichoderma en el
medio caldo papa sacarosa (CPS), se dio de forma rapida y abundante, en las
primeras 24 horas de agitacion, observandose un crecimiento micelial abundante

en cada matraz (Figura 1).

Figura 1. Crecimiento de Trichoderma en el medio, Caldo Papa Sacarosa a las
24 Horas de incubacion.

La gitacion a 48 h de las cepas de Trichoderma en el medio caldo papa
sacarosa se dio de manera mas abundante, observando un aceite de color

amarillo en los matraces (Figura 2).
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Figura 2. Crecimiento de Trichoderma en el medio, Caldo Papa Sacarosa de las
cepas de Trichoderma, a las 48 h de incubacion giratoria.

medio CPS, se mostr6 un cubrimiento total de micelio sobre el medio, por lo que
se procedio a vaciar en frascos esterilizados, para ser refrigerados y esperar su
sedimentacion (Figura 3).

Figura 3. Crecimiento de Trichoderma en el medio, Caldo Papa Sacarosa, a las
72 horas de incubacion airatoria.

En el proceso de sedimentacion del micelio de las diferentes cepas de
Trichoderma se obtuvo un comportamiento no uniforme, en algunas cepas el
concentrado fue mas turbio como el caso de los tratamientos Ty, Tv, Thz, mientras
tanto los tratamientos Ta y Tl mostraron un exudado transparente y cristalino
(Figura 4).
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Figura 4. Sedimentacion del micelio de las cepas de Trichoderma incubados
durante 48 h en medio caldo papa sacarosa.

Deteccion cualitativa de Acido 3 Indol Acetico (AlA)

La produccion del compuesto indél por el género Trichoderma, puede ser
un factor muy importante en la asociacion con plantas superiores, ademas de ser
un hongo antagonista y con beneficios para diferentes cultivos, puede llegar influir
en el crecimiento del sistema radicular y como consecuencia obtener un

rendimiento rentable con la aplicacion de sus extractos de crecimiento.

Para la determinacion de Acido 3 Indol Acetico se realiz6 una prueba con el
reactivo de Salkowski con AIA comercial a una concentracién de 20 pg/1 ml H20,
para obtener un testigo positivo y hacer la comparacién con las muestras de las
cepas de Trichoderma, en donde se observé que al aplicar el reactivo a la muestra
comercial en proporcion 1:1, la muestra se tefiio de un color rosa intenso (Figura
5)

Figura 5. Reaccion de AIA comercial en la aplicacion del reactivo de salkowski
(7.5 ml HCIO4, 0.056 g FeCls anhidro en 12.5 ml de H,0), en relacion 1:1.
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Al realizar la técnica colorimétrica de Salkowski en las cepas de Trichoderma
se utilizo el mismo reactivo en la misma concentracion y en la misma proporcion.
Al esperar 30 min de la aplicacion del reactivo se observé una coloracion muy
débil en las muestras de la cepas T. asperellum, T. yunnanense, T. harzianum.

De manera general, las cepas de Trichoderma mostraron una tincion de
color rosa notable en comparacion con el testigo comercial, esto nos indica la
presencia del Acido 3 Indol Acético durante la produccién de metabolitos

secretados por las cepas de Trichoderma (Figura 6).

Figura 6. Tincidon del reactivo de Salkowski a las muestras de las cepas de

Trichoderma en relacion 1:1.

Germinacion de Semillas de Meldn.
Analisis de Raiz Primaria

La produccion de metabolitos por las cepas de Trichoderma estimula el
crecimiento radical de semillas de melén y esto depende de cada especie, en
acuerdo con Gaspar et al., (1986) esto puede deberse a la produccién del Acido
3 Indol Acetico (AlA), una auxina que estimula el crecimiento de la raiz.

En la aplicacion de los extractos en los tres tiempos diferentes de incubacion,
podemos observar que el analisis estadistico de las 24 horas nos arroja 3 grupos
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estadisticamente iguales, siendo los tratamientos 1, 2, y 3 lo mejores estimulantes
de la raiz principal y solo los tratamientos 5 y 6 los que menos estimulo obtuvieron
(Cuadro 4).

El andlisis de 48 h difirié en cuanto el estimulo con una diferencia de hasta
un 10% en la longitud del primer bioensayo, pero nuevamente podemos observar
a T. asperellum y T. yunannese como los tratamientos que mejor estimulan el

crecimiento de la raiz primaria (Cuadro 4).

En el andlisis de incubacion a las 72 h podemos observar que nuevamente
el tratamiento uno es el mejor estimulante en comparacion con los tratamientos 3
y 6 que son los que menos indujeron al crecimiento de la raiz principal, sin
embargo todos los tratamientos se encontraron con valores mayores gue el testigo
absoluto (Cuadro 4).

Cuadro 4. Andlisis de longitud raiz primaria de semillas de melon, tratadas con

extracto de diversas cepas de Trichoderma, en tres tiempos diferentes de

incubacion.
TRATAMIENTO Incubacién Incubacién Incubacién Analisis media
24 h 48 h 72 h 3 tiempos
Tl=Ta 7.100 A 6.000 A 9.400 A 7.50 A
T2=Ty 7.320 A 6.040 A 6.460 ABC 6.6066 AB
T3=TI 7.030 A 2.810 AB 4.250 BC 4.6966 ABC
T4=Thz 3.770 AB 3.530 AB 7.400 AB 4.9000 ABC
T5=Tv 3.150 B 3.530 AB 4.800 BC 3.8266 BC
T6=H20 2.400 B 2.200B 2450 C 2.3500 C
T7=BIOZYME 5.650 A 5.500 AB 7.400 AB 6.1833 AB

*Medias del crecimiento de raiz primaria en cm y con las mismas letras son estadisticamente similares

El andlisis estadistico de los tres bioensayos de aplicacion de los extractos
de las cepas de Trichoderma muestra a T. asperrellum, T. yunnanse y Biozyme

como los mejores estimuladores del crecimiento de raiz primaria de meldn,
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aunque estadisticamente son iguales podemos observar que T. asperrellum es
mejor en el estimulo, puesto a que solo se usan los metabolitos secretados por el
hongo en comparaciéon a Biozyme que es un producto comercial compuesto
(Cuadro 4).

La utilizacion de microorganismos promotores del crecimiento vegetal puede
ser una gran alternativa para la produccion agricola como lo menciona Gambaudo
(2001) al utilizar microorganismos para incrementar los rendimientos en el cultivo
de Colza al obtener rendimientos muy similares comparados con el uso de
fertilizantes quimicos, a treves del estimulo vegetal por medio de promotores del

crecimiento vegetal.

El estimulo de la raiz primaria en este experimento es notable ya que todas
las cepas de Trichoderma estan por encima de testigo absoluto tratado
Gnicamente con agua, esto concuerda con lo reportado por Sandoval 1992, donde

menciona al género Trichoderma como estimulante del crecimiento vegetal.

Por otra parte en el experimento de estimulo de raiz primaria podemos
observar que las cepas T. harzirun y T. viride son las que generan menor
estimulo. Weber (2000), las menciona como estimulantes en planta ornamentales
pero al observar el experimento podemos concluir que con la utilizacion de
diferentes especies se pueden obtener mejores resultados en cuanto a los

estimulos generados.

Las cepas de Trichoderma evaluadas inducen de cierta manera el
crecimiento de las raiz primaria, en comparacion al testigo comercial que se ve
superado por dos cepas T. asperellum, T. yunannense y las demas por encima
del testigo absoluto tratado Unicamente con agua. Este efecto se debe a que las
cepas de Trichoderma producen la auxina Acido 3 Indol Acético en pequefas
cantidades que estimulan el crecimiento de raices primarias de semilla de melén
(Figura 7)
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Tratamientos
Figura 7. Media del estimulo de crecimiento de raiz primaria de semillas de

meldn, tratados con extractos de Trichoderma en tres tiempos de incubacion.

Analisis Raices Secundarias

La produccion de raices secundarias en estos andlisis nuevamente se ve
influenciada en las cepas de Trichoderma, con valores altos en algunas cepas,
para el caso del ensayo a las 24 h de incubacion el mejor estimulante en raices
secundarias es para el tratamiento 3 (T. lignurum) el cual supero al testigo

comercial, siendo los tratamientos 5 y 6 el de menor estimulo en este parametro.

El analisis a las 48 h de incubacion muestra al tratamiento 1 como el mejor

estimulante de raices secundarias. En el ensayo de 72 h de incubacion podemos
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observar que la produccion de raices secundarias es un poco mas elevado que
en los demas ensayos para el caso de la mayoria de las cepas y nuevamente
tenemos a Trichoderma aperellum como el mejor estimulante en este parametro
con una notable produccién de raices secundarias en comparacion con lo demas
tratamientos siendo T. lignurun y el testigo absoluto los que menos estimularon en

este ensayo (cuadro 5).

Cuadro 5. Andlisis raices secundarias de semillas de meldn, tratadas con
extracto de diversas cepas de Trichoderma, en los tres tiempos diferentes de

TRATAMIENTO Incubacién Incubacién incubacion Analisis media
24 h 48 h 72 h 3 tiempos.
T1=TA 25.100 A 23.600 A 28.400 A 25.700 A
T2=TY 25.800 A 20.000 AB 21.900 AB 22.560 AB
T3=TL 27.300 A 7.800 B 15.000 AB 16.700 ABC
T4=THZ 11.800 AB 9.900 AB 21.100 AB 14.266 ABC
T5=TV 8.700 B 12.600 AB 16.700 AB 12.666 BC
T6=H20 7.400 B 6.200 B 8.000 B 7.2000 C
T7=BIOZYME 18.000 AB 18.500 AB 20.500 AB 19.000 ABC

*Medias del crecimiento de raices secundarias en cm y con las mismas letras son estadisticamente similares

El analisis estadistico de los tres bioensayos de aplicacion de los extractos
de las cepas de Trichoderma muestra a T. yunnanse, T. asperrellum y Biozyme
como los mejores estimuladores del crecimiento de raices secundarias de semillas

de meldén (Cuadro 5).

En general podemos definir que el comportamiento en cada tiempo de
incubacion es inestable pero siempre por encima del testigo absoluto y solo 2
cepas de Trichoderma por encima del testigo comercial (Biozyme TF), esto
demuestra que existe una influencia importante en la produccién de raices
secundarias en las semillas de meldn al aplicar los extractos de Trichoderma
(Figura 8).
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La presencia del Acido 3 indolacetico en algunas cepas de Trichoderma
puede ser un factor en estimulo de las raices secundaria ya que Wightman (1980),
menciono que la iniciacion y desarrollo de raices laterales en el cultivo de frijol se

ve influenciado por la presencia del AlA.

Media Longitud raices secundarias

30 T1=T.a
T2=T.
25 - Y
cm T3=T.1
20 -
T4=T .hz
15 -
T5=T.v
10 -
T6= Agua
5 .
T7= Biozyme
O i T T T T T T
Ta Ty TI Thz Tv Agua Biozyme

Tratamientos

Figura 8. Media del estimulo de crecimiento de raices secundarias de
semillas de meldn, tratados con extractos de Trichoderma en tres tiempos
de incubacion
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se desarrolld esta investigacion

podemos concluir lo siguiente:

Las especies evaluadas de Trichoderma durante su desarrollo producen
metabolitos que estimulan el crecimiento radical de los cultivos en este

caso del cultivo de meldn.

La estimulacién del crecimiento de la raiz primaria es positiva en todas la
especies evaluadas de Trichoderma, no todas con el mismo estimulo, pero

si por encima del testigo absoluto y solo una superando al testigo comercial.

La estimulacién del crecimiento de la raices secundarias es positiva en
todas la especies evaluadas de Trichoderma, no todas con el mismo
estimulo, pero si por encima del testigo absoluto y solo dos especies

superando al testigo comercial.

Las especies de Trochoderma logran la produccion de la Auxina- Acido 3
Indol Acetico en pequefias cantidades que estimulan el crecimiento radical

de semilla de meldn.
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La cepa de Trichoderma asperellum es mejor estimuladora en los dos
pardmetros medidos en este experimento, superando al testigo comercial

Biozyme TF.
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Cuadro 1. Crecimiento de la raiz primaria expresado en centimetros, de los siete

tratamientos inoculados a las 24 h de obtener el extracto de las cepas de

trichoderma spp.

Tratamiento Repeticiones

1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10
1 9| 10 8 6 5 8 4| 10 5 6
2 8| 8.8 8 7| 55 8 8 7179 5
3 0.5 8| 10 91 99| 10 4 5| 5.6 8
4 .8.5 1 7.2 0 3 1 3 6 8 0
5 10 4 3 3| 05 0 0 0 5 6
6 4 5 1 3 1 1 6 1 8| 11
7 8 7 5 1 7 6 5| 05 9 8

Cuadro 2. Analisis de varianza de la medicion de raiz primaria de las cinco cepas
de Trichoderma y los dos testigos, inoculados al 24 horas de obtener el extracto.

Fv GL SC CM F Valu Pr>F
REPETICIONES 9 73.3765714 8.1529524 1.20 0.3120
TRATAMIENTO 6 257.4314286 42.9052381 6.34 <.0001
ERROR 54 365.7114286 6.7724339

TOTAL 69 696.5194286
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Cuadro 3. Crecimiento de la raiz primaria expresado en centimetros, de los siete
tratamientos inoculados a las 48 h de obtener el extracto de las cepas de

trichoderma spp.

Tratamiento Repeticiones

1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10
1 5 35| 85| 6.2 2| 77]66| 68| 6.7 7
2 2 3 6 7| 55 8 8| 45| 79| 85
3 2 2/ 05| 0| 0| O 3| 6|66 8
4 6.5 5.5 7] 23 3 7 4 0 0 0
5 7 45| 53| 05 1 2 6 4 5 0
6 4 4 1 3 1 1 5 1 8 9
7 7 2 7 7 4 8 4 9 0 7

Cuadro 4. Andlisis de varianza de la medicién de raiz primaria de las cinco cepas
de Trichoderma y los dos testigos, inoculados al 48 h de obtener el extracto.

Fv GL SC CM F Valu Pr>F
REPETICIONES 9 44.4498571 4.9388730 0.79 0.6273
TRATAMIENTO 6 151.3920000 25.2320000 4.03 0.0021
ERROR 54 337.9251429 6.2578730

TOTAL

69 533.7670000
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Cuadro 5. Crecimiento de la raiz primaria expresado en centimetros, de los siete
tratamientos inoculados a las 72 h de obtener el extracto de las cepas de

Trichoderma spp.

Tratamiento Repeticiones
1 2 314 |5 |6 |7 |8]9]10
1 10 11 9| 10| 10 9 8 8 8| 11
2 3 11| 8.3 4 5 8193 11 5 0
3 6 7/65| 10| 2| 6| 2| 3| 0| O
4 11 9 0 9 5 5| 11 71 10 7
5 3 0| 3| 10, 7| O] O 7| 8] O
6 4 5] 05 5 1 0 6 0 8| 14
7 0 11 9| 10| 10 0 5| 12 6| 11

Cuadro 6. Analisis de varianza de la medicion de raiz primaria de las cinco cepas
de Trichoderma y los dos testigos, inoculados a las 72 h de obtener el extracto.

Fv GL SC CM F Valu Pr>F
REPETICIONES 9 162.9034286 18.1003810 1.81 0.0868
TRATAMIENTO 6 327.9294286 54.6549048 5.48 0.0002
ERROR 54 538.810571 9.977974
TOTAL 69 1029.643429
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Cuadro 7. Numero de las raices secundarias de los siete tratamientos inoculados
alas 24 h de obtener el extracto de las cepas de trichoderma spp.

Tratamiento Repeticiones

1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10
1 39| 38| 44| 16| 11| 16| 14| 41| 13| 19
2 26| 32| 20| 28| 23| 29| 34| 12| 30| 24
3 O| 31| 43| 38| 34| 39| 18| 22| 17| 31
4 28 1| 28 0 1 1 2| 25| 32 0
5 34 8 3 3 0 0 0 0| 18| 21
6 14| 15 1 16 1 1 6 1 8 11
7 29| 28 4 1| 30| 24| 19 0| 26| 19

Cuadro 8. Andlisis de varianza de la medicion de raices secundarias de las cinco
cepas de Trichoderma y los dos testigos, inoculados a las 24 h de obtener el

extracto.

Fv GL SC CM F Valu Pr>F
REPETICIONES 9 923.557143 102.617460 0.76 0.6571
TRATAMIENTO 6 4345.142857 724.190476 5.33 0.0002
ERROR 54 7335.14286 135.83598

TOTAL

69 12603.84286
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Cuadro 9. Numero de las raices secundarias de los siete tratamientos inoculados
alas 48 h de obtener el extracto de las cepas de trichoderma spp.

Tratamiento Repeticiones

1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10
1 18| 12| 33| 26 1| 27| 32| 30| 25| 32
2 1 2| 20| 23| 20| 29| 34| 10| 30| 31
3 1 1 0 0 0 0 1| 28| 19| 28
4 16| 14| 24 1 4| 26| 14 0 0 0
5 32| 15| 23 0 1 3| 25 8| 19 0
6 11 9 1| 16 1 1 5 1 8 9
7 21 4| 26| 29| 23| 12 5| 36 0| 29

Cuadro 10. Andlisis de varianza de la medicion de raices secundarias de las cinco
cepas de Trichoderma y los dos testigos, inoculados a las 48 h de obtener el

extracto.

Fv GL SC CM F Valu Pr>F
REPETICIONES 9 2045.200000 227.244444 1.70 0.1122
TRATAMIENTO 6 2454.400000 409.066667 3.06 0.0120
ERROR 54  7227.60000 133.84444

TOTAL

69 11727.20000




Cuadro 11. Numero de
inoculados a las 72 h de obtener el extracto de las cepas de trichoderma spp.

las raices secundarias de

43

los siete tratamientos

Tratamiento Repeticiones

1 2 3 4 5 6 7 8 9| 10
1 29 34 28 23 25 31 26 27 29 32
2 6 38 44 14 11 16 36 41 13 0
3| 21| 30| 28| 31| 10| 28 1 1 0 0
4 32 29 0 24 12 18 29 23 30 14
5 1 39 8 37 24 0 2 0 3 4
6 14 15 0 22 1 0 6 0 8 14
7 0 34 30 21 28 0 18 28 18 28

Cuadro 12. Andlisis de varianza de la medicion de raices secundarias de las cinco
cepas de Trichoderma y los dos testigos, inoculados a las 72 h de obtener el

extracto.

Fv GL SC CM F Valu Pr>F
REPETICIONES 9 362.694429 40.299381 0.75 0.6625
TRATAMIENTO 6 2849.473429 474912238 8.83 <.0001

ERROR

54 2904.326571 53.783825

TOTAL

69 6116.494429




