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Resumen

El incremento en los costos de produccidén agricola por la aplicacion de
fertilizantes, se ha vuelto de vital importancia, el generar tecnologias enfocadas
a incrementar la eficiencia de absorcion de nutrimentos. El hongo Trichoderma
Spp. €s un microorganismo comun que habita la rizésfera es ampliamente
utilizado como agente de biocontrol para reducir la incidencia de enfermedades
en cultivos de importancia agricola. Por otro lado, estudios recientes han
demostrado que cepas de Trichoderma spp. incrementan el crecimiento de las
plantas y la capacidad de absorcidon de N y P, y ciertos microelementos en las
plantas inoculadas, lo cual se ve reflejado en un rendimiento mayor.

Derivado del aislamiento y caracterizacién de aislados de Trichoderma spp.
de los principales sistemas de produccion de maiz del estado de Guanajuato se
seleccionaron los aislados con mayor capacidad de colonizacion de cada sitio
muestreado para su evaluaciéon en invernadero y posteriormente en campo.

Se realizaron cuatro experimentos independientes cuyo objetivo principal
fue: 1). Evaluar el efecto de 5 aislados seleccionadas de Trichoderma spp. a
diferentes dosis de fertilizacién N y P (0, 50, 100 y 120 %) de la dosis de 280 y
240 mg N kg™ suelo y 80 mg P,Os kg™’ suelo para los cultivos de maiz y ajo.

En términos generales para el Exp. 1: °N-Maiz/Trichoderma, los resultados
obtenidos muestran que la produccidén de raiz maxima se observd con los
aislados CM28, CM35 y CM44 con la dosis de fertilizacion N 140 mg N kg™. El
rendimiento de grano maximo fue observado en los tratamientos CM28 y CM35
+ 140 mg N kg™. Integrando la absorcién de N proveniente del fertilizante N en
paja y grano se pudo observar que el tratamiento CM35 + 140 mg N kg

presento la eficiencia de N mayor (76%).
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En el caso del Exp. 2: N-Ajo/ Trichoderma, la produccion de raiz mayor se
observé para la dosis de 120 mg N kg™, similar tendencia fue observada para
la variable rendimiento de bulbo. El valor maximo observado se presento en el
tratamiento CM44 +240 mg N kg™

En relacion al Exp. 3: P-Maiz/Trichoderma, el aislado CM28 presenté los
valores mayores de peso seco de raiz, paja y biomasa.

En el Exp. 4: P-Ajo/Trichoderma, se vio un efecto negativo cuando no se
fertilizo y se aplicaron las diferentes aislados de Trichoderma. En tanto que la
eficiencia de P total (paja + bulbo) maxima fue observada en los tratamientos
CM12y CM28 + 40 mg P kg™

Este trabajo demuestra el beneficio que trae consigo la inoculacién de
agentes microbianos como Trichoderma spp. el cual segun los resultados
generados puede reducir el consumo de fertilizantes nitrogenados y fosforados
hasta en un 50%, en funcién del aislado y las condiciones climaticas trayendo
como consecuencia no solo el beneficio para el agricultor sino también para el
medio ambiente. Estas practicas por lo tanto eficientarian la absorcion de los
elementos nutritivos aportados artificialmente al suelo. Las aislados de la regién
nos ofrecen la ventaja de que es el ambiente al que estan adaptadas por lo
cual no esperariamos mucha diferencia al aplicarlas en campo, ya que el factor
clima se veria reducido por ser cepas autéctonas de la region. Ademas de no
poner en riesgo el equilibrio ecoldgico al tratar de introducir un microorganismo

de otra regidén que competiria con los organismos nativos.
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I. INTRODUCCION

Dentro de los cultivos de cereales y hortalizas, el maiz y el ajo representan
a dos de mayor importancia tanto econdmica como social en Guanajuato y
México. Nuestro pais es una de las naciones productoras de maiz mas
importantes (18x10° Mg afio™’) con una superficie de 8x10° ha, asi como
también es un gran consumidor de esta graminea. El estado de Guanajuato
participa con el 3.1 % de la produccion nacional superado por los estados de
Jalisco, Veracruz, Puebla, Chiapas, entre otros, esta produccién equivale a
$23x10° (SAGARPA, 2005). Por otro lado, el cultivo de ajo ha cobrado gran
importancia por sus propiedades curativas y culinarias. Las exportaciones
mundiales de ajo fresco en el afio 2000 fueron de USD $416x10° equivalentes
a 757x10° Mg, de las cuales México contribuyd con el 2.3 %, principalmente
exportado a los EE.UU (FAO, 2004). En el ano 2003, el cultivo de ajo generd
recursos economicos por $341x10° con una produccién de 45x10° Mg, de las
cuales Guanajuato aport6 el 23 % de la produccién (SAGARPA, 2005). Los
sistemas de produccion de maiz son muy variados, aunque los sistemas
tecnificados aportan una alta proporcién de la produccién nacional, caso
contrario es el cultivo de ajo, cuyo principal origen de la produccién lo
representan sistemas de produccion altamente tecnificados (uso de
agroquimicos, cultivares mejorados y sistemas de irrigacion tecnificados).

Después de los problemas fitosanitarios y disponibilidad de agua, para
lograr una produccion adecuada de estos y otros cultivos, la fertilizacion
representa el principal factor limitante. Esta problematica se ha magnificado
debido, al déficit de abasto de fertilizantes nacionales, a la importacion de los

mismos, y por otro lado al uso inadecuado de los programas de fertilizacion que
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conducen a la baja eficiencia en la absorcion de nutrimentos (<50 %) (Pefia-
Cabriales y Grajeda-Cabrera, 1997), trayendo como consecuencia un aumento
en los costos de produccién (SAGARPA, 2005) y un incremento en el impacto
ambiental derivado de las pérdidas nutrimentales que contaminan al suelo,
agua y atmosfera (Lewis, 1986).

Una alternativa es realizar una agricultura de transicion, la cual permita
el uso de menores cantidades de fertilizantes y plaguicidas. El uso de
inoculantes microbianos en la produccion agricola —agentes de biocontrol,
absorciéon P por micorrizas, promotores del crecimiento y resistencia, etc.- ha
sido ampliamente documentado (Harman, 2000). Sin embargo, derivado del
incremento en los costos de produccién agricola por la aplicacion de
fertilizantes, se ha vuelto de vital importancia, el generar tecnologias enfocadas
a incrementar la eficiencia de absorcion de nutrimentos.

El hongo Trichoderma spp. es un microorganismo comun que habita en
la rizésfera, ampliamente utilizado como agente de biocontrol para reducir la
incidencia de enfermedades en cultivos de importancia agricola. En la ultima
década se ha tenido gran interés en la nutricion vegetal mediada por
Trichoderma, derivado de que algunos estudios donde la aplicacion de este
microorganismo incrementa el vigor y la biomasa de las plantas, ademas de
reducir la dosis de fertilizacién de los cultivos (Windham et al., 1986; Howell,
2003). Por otro lado, otros estudios han demostrado que cepas de Trichoderma
spp. incrementan el crecimiento de las plantas y la capacidad de absorcién de
N y P, y ciertos microelementos en las plantas inoculadas, lo cual se ve
reflejado en un rendimiento mayor (Altomare et al., 1999). Otra importancia de

este hongo radica en su capacidad para controlar diversas enfermedades de
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los cultivos, asi como ayudarlos a enfrentar condiciones de estrés, causados

por condiciones bidticas y/o abidticas (Howell, 2003).

Il. JUSTIFICACION

El presente trabajo se enfocd a generar informacion que demuestra que un
efecto positivo de la inoculacion de diferentes aislados de Trichoderma spp. a
las plantas de maiz y ajo aumentan la capacidad de absorcién de nutrimentos
como nitrégeno (N) y fésforo (P) permitiendo disminuir las dosis de fertilizacion
N y P sin generar estrés. Para el caso del N se utilizé la técnica isotopica de
®N, para cuantificar el porcentaje del N en la planta proveniente del fertilizante
N. En el caso del P se utilizdé el método de la diferencia en base a un control
no-fertilizado y no-inoculado para determinar cuantitativamente la absorcion del
P por la planta tanto del fertilizante como del suelo.

Ademas de las caracteristicas de mejoramiento en la absorcion
nutrimental, se evalué el comportamiento que presentan los aislados de
Trichoderma spp. para colonizar las plantas de maiz y ajo, ademas, de otras
variables biolégicas (raiz, paja, grano y/o bulbo, y biomasa), informacién que
permitira sustentar y generar una recomendacion tecnolégica sobre la
inoculacion al suelo con Trichoderma spp. que se traduzca en un beneficio para

los agricultores y para los ecosistemas.
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lll. Objetivo general

Evaluar la absorcién de N y P en plantas de maiz y ajo fertilizadas
con diferentes dosis de N y P e inoculadas con aislados de
hongos del género Trichoderma spp. bajo condiciones de

invernadero.

IV. Objetivos especificos

Cuantificar la absorcién de N y P en plantas de maiz y ajo
fertilizadas con diferentes dosis de Ny P (0, 50, 100 y 120 %) de
las dosis recomendadas para el cultivo de maiz NPK (280-80-0)
y para el cultivo de ajo NPK (240-80-0), e inoculadas con
aislados de hongos del género Trichoderma spp. (CM7, CM12,
CM28, CM35 y CM44) por medio de la técnica isotépica de Ny
P total.

Cuantificar la colonizacion del hongo Trichoderma en plantas de
maiz y ajo inoculadas con aislados de hongos del género
Trichoderma spp. (CM7, CM12, CM28, CM35 y CM44) y
fertilizadas con diferentes dosis de Ny P (0, 50, 100 y 120 %) de
las dosis recomendadas para el cultivo de maiz NPK (280-80-0)
y para el cultivo de ajo NPK (240-80-0).

Cuantificar la produccion de biomasa en plantas de maiz (raiz,
paja y grano) y ajo (raiz, paja, y bulbo) fertilizadas con diferentes
dosis de Ny P (0, 50, 100 y 120 %) de las dosis recomendadas

para el cultivo de maiz NPK (280-80-0) y para el cultivo de ajo
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NPK (240-80-0), e inoculadas con aislados de hongos del género
Trichoderma spp. (CM7, CM12, CM28, CM35 y CM44).

Cuantificar la eficiencia de absorcién de N y P en plantas de maiz
y ajo fertilizadas con diferentes dosis de Ny P (0, 50, 100 y 120
%) de las dosis recomendadas para el cultivo de maiz NPK (280-
80-0) y para el cultivo de ajo NPK (240-80-0), e inoculadas con
aislados de hongos del género Trichoderma spp. (CM7, CM12,
CM28, CM35 y CM44) por medio de la técnica isotépica de 15N y

P total.

V. Hipétesis

o

Ho: El aprovechamiento de los nutrimentos N y P es
incrementada con la asociacién rizosférica del hongo Trichoderma

spp. en los cultivos de maiz (Zea mays) y ajo (Allium sativum).

Ha: La asociacion rizosférica del hongo Trichoderma spp. en los

cultivos de maiz (Zea mays) y ajo (Allium sativum) no incrementa

el aprovechamiento de los nutrimentos N y P.

XVIII



VI. ANTECEDENTES

VI. 1. Importancia de los cultivos de maiz y ajo

VI. 1.1. Cultivo de maiz (Zea mays L.)

El cultivo de maiz (Zea mays L.) es una graminea cuyo origen data de
5000 anos antes de nuestra era en América tropical (cueva de la porra,
Tamaulipas y valle de Tehuacan, Puebla) (Figueroa et al., 1997).

La importancia del grano radica en que forma parte importante de la dieta
de una gran poblaciéon a nivel mundial, y ser un grano para la alimentacién
animal. En el afio 2001, la produccion mundial de maiz alcanzé los 880x10° Mg
en comparacion con las 570x10° Mg de trigo o las 400x10° Mg de arroz. Los
EE.UU. es el mayor productor de maiz con aproximadamente el 45 % de la
produccion total mundial (FAO, 2004). A nivel nacional, el maiz constituye la
base de la alimentacion de los mexicanos por tradicion y su composicidon
nutrimental (base a materia seca): 77 % de almidén, 2 % de azucar, 9 % de
proteinas, 5 % de aceite, 5 % de pentosas y 2 % de cenizas (sales de Ca, Mg,
P, Al, Fe, Na, Ky Cl) (Jugenheimer, 1981). En México, el grano de maiz es uno
de los cultivos que mas divisas genera $20x10°, a pesar de no ser un cultivo
muy rentable. La superficie dedicada a esta graminea oscila en 8x10° ha
sembradas anualmente en dos ciclos de produccion con un rendimiento
promedio de 2.326 Mg ha' a un precio que oscila en $1651.38 Mg'1
(SAGARPA, 2005).

En los EE.UU., el 85 % de la produccién de maiz se destina a la
alimentacion del ganado (Jugenheimer, 1981).Se estima que en el mercado se
encuentran de 5-10 mil productos derivados del maiz, y aun en nuestros dias

se siguen descubriendo nuevos usos industriales y clinicos por ejemplo, las
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barbas del maiz que tienen propiedades diuréticas eficaces y de accion muy

segura (RIVA, 2004).

VI. 1.2. Cultivo de ajo (Allium sativum L.)

La planta apomictico obligada de ajo (Allium sativum L.) es una liliaceae
que se cultiva principalmente en zonas de clima templado y seco para obtener
bulbos aromatizantes y medicinales (INFOAGRO, 2004); cuyo origen data del
afio 3000 AC en la regidn siberiana de Kirguiz en Asia central, a finales del
siglo XV, los espanoles introdujeron el ajo en el continente americano
(AJODIRECTO, 2004).

Este cultivo ha venido a tomar importancia por sus propiedades
anticancerigenas y culinarias que se le atribuyen. En el ano 2003, se
sembraron 5,451 ha, siendo la produccion promedio de 8.289 Mg ha™, las
cuales generaron recursos econémicos por $342x10° a un valor promedio en el
mercado de $7,634.02 (SAGARPA, 2005).

Los sistemas de produccion de maiz son muy variados, aunque los
sistemas tecnificados aportan una alta proporcion de la produccion nacional,
caso contrario es el cultivo de ajo, cuyo principal origen de la produccion lo
representan sistemas de produccion altamente tecnificados (uso de
agroquimicos, cultivares mejorados y sistemas de irrigacion tecnificados).

Después de los problemas fitosanitarios y disponibilidad de agua, para
lograr una produccion adecuada de estos y otros cultivos, la fertilizacion
representa el principal factor limitante. Esta problematica se ha magnificado
debido por un lado, al déficit de abasto de fertilizantes nacionales y como

consecuencia a la importacién de los mismos, y por otro al uso inadecuado de
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los programas de fertilizacién que conducen a la baja eficiencia en la absorcién
de nutrimentos (<50 %) (Pefa Cabriales y Grajeda Cabrera, 1997) Esta
problematica ha generado un aumento en los costos de produccion
(SAGARPA, 2005) y un incremento en el impacto ambiental derivado de las
pérdidas nutrimentales que contaminan al suelo, agua y atmédsfera (Lewis,

1986).

VL. 2. Fertilizantes

En México, el uso de fertilizantes se inicié a principios del siglo antepasado
y la produccion de los mismos se inicié en 1915. La zona agricola de “El Bajio”
que comprende a parte de los estados de Guanajuato, Querétaro y Michoacan
(c.a. 500x10° ha) (Pefia et al., 2001), es considerado como una de las zonas
mas productoras, tanto por la diversidad de especies que se cultivan como por
la superficie destinada a esta labor. En esta zona, se concentra el 4.73 % de la
superficie nacional cultivada, la cual contribuye con un 6.16 % del ingreso
agricola. En esta zona se consume el 15 % de los fertilizantes N del pais (Pefia
et al., 2001).

En los ultimos anos, la produccion nacional de fertilizantes (Tabla 1) desde
el afio 1997 ha presentado una tendencia a la baja, debido entre otras razones
al cierre de varias plantas productoras principalmente de urea y nitrato de

amonio.
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Tabla 1. Produccién nacional de fertilizantes 1997-2002 (Mg).

Productos 1997 1998 1999 2000 2001 2002
Fertilizantes nitrogenados 2 333867 1901547 1261766 542296 484 513 387 109
Sulfato de amonio 889616 725016 589068 444669 484 513 387 109
Nitrato de amonio 402506 368729 330271 90 725 Nd Nd
Urea 1041745 807802 342427 6 902 Nd Nd
Fertilizantes fosfatados 847460 901192 917480 963432 774 892 253712
Superfosfatados Nd Nd Nd 414 226 334 368 242 268
Superfosfato triple 270846 273141 248 305 Nd Nd Nd
Formulas complejas 576614 628051 669175 549 206 549 206 11 444

Nd=No determinado; afo 2002 son cifras preliminares; Fuente INEGI, 2002.

La problematica anterior ha sido resuelta parcialmente por los agricultores
con capacidad econdmica a través de la compra de fertilizantes de importacién
de productoras transnacionales en operacion en México. Esta observaciéon se
infiere, ya que los cultivos agricolas no han disminuido a pesar del cierre de las
plantas productoras de fertilizantes y el pais sigue consumiendo la misma

cantidad promedio de los mismos (Tabla 2).

Tabla 2. Consumo nacional aparente de fertilizantes (10° Mg®).

Productos 1980 1985 1990 1995 2000
Urea 643 1397 946 1275 1235
Sulfato de amonio 1 069 1595 1699 1235 1435
Nitrato de amonio 168 170 281 244 111
Amoniaco anhidro Nd Nd Nd 346 225
Fosfato diamonico 295 276 232 361 235
Fosfato monoamonico Nd Nd Nd 38 106
Superfosfato triple 109 382 235 315 85
Superfosfato simple 275 314 235 155 75

Nd=no determinado; Fuente: FERTIMEX, comisién nacional del petréleo gas y petroquimica,

fabricantes de fertilizantes, 2002.

En los afios 80's, la cantidad de fertilizantes que se importaban era
minima, esta capacidad disminuyd, pero se incrementd sobre todo en el afio
1995, época del “boom” de las importaciones, ya para el ano 2000 nuestra
produccion se hizo dependiente de las importaciones de los mismos o de los

insumos externos (Tabla 3).
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Tabla 3. Importaciones de fertilizantes en México (10° Mg®).

Fertilizante 1980 1985 1990 1995 2000
Urea 241 38 95 9 1242
Sulfato de amonio 0 0 0 18 17
Nitrato de amonio 5 60 1 2 47
Fosfato diamonico 209 186 0 35 86
Fosfato monoamonico 0 0 0 63 300
Superfosfatos 0 148 1 6 2

Fuente: Secretaria de economia, 2002.

Adicionalmente, la quiebra de las plantas productoras de fertilizantes en el

pais se ha incrementado de una manera rapida, sumado a que en el periodo

1995-2000 los precios de los fertilizantes aumentaron en promedio un 50 %

(Tabla 4).

Tabla 4. Precio de fertilizante al agricultor ($ Mg™).

Productos 1980 1985 1990 1995 2000
Nitrogenados
Amoniaco anhidro 3.00 23.35 380.25 1489.00 3458.00
Nitrato de amonio 2.64 24.45 391.70 1188.00 1946.00
Sulfato de amonio 1.53 12.85 250.00 742.00 1258.00
Urea 3.31 32.30 461.00 1343.00 2049.00
Fosfatados
Superfosfato simple 1.46 12.50 254.00 750.00 1426.00
Superfosfato triple 3.89 37.60 553.75 1490.00 2367.00
Fosfato diamoénico 4.91 55.00 689.27 1744.00 2865.00

Fuente: FERTIMEX, delegaciones estatales de SAGAR, 2002.

VL. 3. Nutricion mineral de las plantas

Tres de los principales elementos que componen a la planta (C, H y O),

son tomados principalmente del agua y aire; pero esto no es suficiente para

que la planta se pueda desarrollar completamente, lo cual es complementado

con otros elementos que en la planta no llegan a formar mas del 3-10 % del

peso seco total. Ademas de los mencionados la planta necesita N, P, S, Ca, K,

Mg, Fe, Zn, Mn, Cl, Cu, B, Ni, y Mo, que son tomados de la solucion del suelo

(Tabla 5) (Samperio, 1997; Ray, 1975).
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Tabla 5. Concentracion usual de macro y microelementos en plantas superiores.

Macroelementos Por 100 g de materia Microelemtos ppm por 100 g de materia

seca (9) seca

Carbono 45,00 Cloro 100.00

Oxigeno 45,00 Hierro 100.00
Hidrégeno 6.00 Manganeso 50.00
Nitrégeno 1.50 Boro 20.00
Potasio 1.00 Zinc 20.00
Calcio 0.50 Sodio 10.00
Fosforo 0.20 Cobre 6.00
Magnesio 0.20 Niquel 3.00
Azufre 0.10 Molibdeno 0.10

Silicio 0.10

Nota: los datos aqui mostrados pueden variar segun la especie de planta; Altieri, 1999.

Los elementos quimicos se encuentran en el suelo en forma de sales, para
que la planta pueda asimilarlos estos tienen que estar en forma soluble, debido
a que las membranas celulares son semipermeables. La raiz cuenta con zonas
de absorcion de nutrimentos y agua, y esta se puede llevar a cabo por dos
vias; la via simplasto y la via apoplasto (Ray, 1975). En la primera via, los
iones son incorporados a través de los pelos radicales u otras células de la
epidermis y transportados célula a célula, la cual se lleva principalmente por los
plasmodesmos (microtubos de 20 a 60 nm de diametro), hasta llegar al xilema;
en la segunda via se considera un transporte extracelular de los iones hasta la
endodermis, donde la existencia de una banda impermeable en el apoplasto,
banda de Caspari, obliga el paso a través del plasmalema, una vez en el
periciclo, los iones pueden seguir hasta los vasos conductores del xilema (Fig.

1) (Estevez et al., 2001; Salisbury & Ross, 1992).
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Fig. 1. Vias apoplasto y simplasto de la nutricién en la plantas.

La existencia de micorrizas confiere a estas plantas ciertas ventajas, ya

que la micorriza puede tener la funcién de extension radicular para la planta,

asi como las endomicorrizas pueden funcionar como canales mas directos de

comunicacion del exterior con el interior de la planta, ya que estos hongos

presentan mas afinidad con los iones que se deben absorber (Hernandez et al.,

2001). Las plantas inoculadas con micorrizas presentan un micelio externo que

se extiende a mayor distancia que los pelos radiculares y se estima que 1 cm

de raiz colonizada contiene entre 80-3000 cm de micelio extraradical. Estas

plantas micorrizadas transfieren al hongo entre 6-12 % del C fijado en

comparacion con las no colonizadas. Esto representa un notable aumento del

C disponible para la actividad microbiana del suelo (Hernandez et al., 2001).
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VL. 3.1. Nitrégeno (N)

No obstante que el N es el elemento mas abundante en la naturaleza (78
% de la atmosfera como Ny), solo representa el cuarto en la materia viva. Este
es un elemento no metalico del grupo “V-a” de la tabla periddica, siendo un gas
incoloro, inodoro e insipido. ElI N incrementa la absorcidn de otros minerales,
esto debido a que el N se convierte en bloques estructurales de crecimiento de
la planta denominados aminoacidos, los cuales producen protoplasma en las
plantas que promueve células mas fuertes, las cuales al desarrollarse por
ejemplo en el sistema radicular tienden a explorar mas superficie del suelo
teniendo un acceso mayor a otros nutrimentos para la planta (Salisbury & Ross,

1992).

VI. 3.1.1. Ciclo del N

Las plantas no poseen maquinaria enzimatica para reducir enlaces triples
como en el N, atmosférico. Solo pueden absorber el N en forma mineral, NO3™ o
NH,", del suelo. Estas formas de N asimilable para las plantas pueden provenir
de diversas fuentes como la lluvia, que puede contener pequenas cantidades
de iones NOs3™ (procedentes de la oxidacion del N2 por O, u ozono, ayudado por
rayos ultravioleta o relampagos) y NH," (procedentes de la combustion
industrial, incendios y/o actividad volcanica). La materia organica en
descomposicidon en el suelo posee N no disponible para las plantas, pero los
procesos de descomposicion bacteriana de amonificacion (NH,") y nitrificacion
(NO3’) pueden transformarlo a formas asimilables. A su vez por el proceso de

desnitrificacion, este N organico de la materia en descomposicién también se
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puede liberar a la atmdsfera en forma de N,. Aunque el proceso de fijacidon
bioldgica de N, es el responsable del 90 % del N obtenido de la atmdsfera para
los seres vivos, siendo este el principal punto de regulacion del ciclo del N (Fig.

2) (Salisbury & Ross, 1992).
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Fig. 2. Esquema simplificado del sistema dinamico N en suelo-planta.

VI. 3.1.2. Asimilacion de N por las plantas

El N es absorbido por las plantas a través de dos formas como iones
nitrato (NO3’) y como iones amonio (NH4"), siendo el ién NO3 la forma mas
comunmente absorbida por las raices de las plantas. El proceso mediante el
cual el NO3 es absorbido se describe a continuacion: La absorcién por la raiz
es un proceso de transporte activo y tiene un costo energético. Las plantas
pueden reducir el NO3™ absorbido por la raiz y convertirlo en NH;" mediante la

combinacion de la nitrato (NR) y la nitrito reductasas (NiR).
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La NR reduce el NO3™ a nitrito (NO2") y la NiR reduce el NO,” a NH4" con la

siguiente estequiometria:

NO; + NAD(P)H + H' + 3¢ —--voesns® .NO, + NAD (P)" + H,O

NO» + 6 Ferea + SH + 66 ———» NH, +Fd..+ 2H,0

La NR es un homodimero cuyos mondmeros contienen: un grupo FAD, un
grupo hemo y un complejo de Mo. El NO, es altamente téxico y debe ser
rapidamente reducido por la NiR con electrones donados por la ferredoxina
(Ferea), En tejidos fotosintéticos, la Fereq proviene del transporte electronico
fotosintético mientras que en tejidos no fotosintéticos proviene de la via
oxidativa de las pentosas fosfato (UAM, 2004; Salisbury & Ross, 1992). En
cuanto al proceso de asimilacion del NH,*, este proceso ocurre como se
describe a continuacién: El N sea cual fuese su forma original es reducido
antes o después en NH;". EI NH;" obtenido por la fijacion de N, reduccion de
NOs’, fotorespiracion o catabolismo de las proteinas es altamente téxico y debe
ser incorporado en forma de aminoacidos, la metabolizacion del amonio se
lleva a cabo fundamentalmente por dos enzimas, la Glutamina sintasa (GS) y la

Glutamato sintasa (GOGAT-Glutamina:2-Oxoglutarato amino transferasa).

Glu +NH.+ATP — GIn+ADP+Pi (GS)
GIn+2-oxoglutarato+rNADH+H™ — 2Glu+ NAD" (NADH-GOGAT)
Gln+2-oxoglutarato+Fdeg —® 2Glu +Fdox............ (Fd-GOGAT)

Fi
nalmente, las reacciones de transaminacién incorporan el N en el metabolismo

vegetal. Las transaminasas transfieren los grupos amino del glutamato a otros
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azucares para llevar a cabo la sintesis de los aminoacidos aminados. El
transporte del N a otros 6rganos se realiza principalmente en forma de
glutamina y asparagina (UAM, 2004; Salisbury & Ross, 1992).

La deficiencia de N en plantas se manifiesta con un color de las hojas
verde claro, o en algunos casos presentan clorosis, esto sobre todo en hojas
maduras, ya que en hojas jovenes esta deficiencia es menos sintomatica. En
plantas como maiz, los tallos exhiben una coloracion purpurea debido a la
acumulacion de antocianinas generando una relacion vastago-raiz baja, ya que
predomina el crecimiento radicular sobre el foliar, el crecimiento es raquitico y

de llegar a la produccion esta seria minima.

VI. 3.1.3. Transformaciones y pérdidas de N en el sistema suelo-planta

En la naturaleza ocurren diferentes procesos de transformacién de la
materia. Desde el punto de vista ambiental, la implementacién inadecuada de
los programas de fertilizacién N se traducen en un impacto ambiental negativo
a nivel suelo, agua y atmosfera. En el caso del N existen diversos procesos que
hacen que los compuestos N se ubiquen en tiempo y espacio fuera del sistema
suelo y estos no son aprovechados por las plantas. A través del proceso
denominado mineralizacién, los compuestos organicos en el suelo son
transformados para liberar el ién NH,*, y C como CO,, el tiempo y la velocidad
del proceso son afectados por muchos factores, incluyendo la composicién del
sustrato, la temperatura del suelo, el contenido de humedad y el pH. Una vez

que estos compuestos se encuentran en la solucion del suelo o adsorbidos a
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las arcillas, estos iones se encuentran sometidos a pérdidas fuera del sistema
suelo-planta, algunos de los procesos mas importantes son (Acevedo, 2000):

1). La volatilizacién de amoniaco, generalmente esta pérdida se presenta
en aplicaciones de urea o fertilizantes a base de urea, asi como también
aquellos fertilizantes que sean amoniacales en suelos con pH’s elevados.
Cuando la urea se hidroliza en el suelo se incrementa el pH, desplazando el
equilibrio de NH;" a NH3" el cual se pierde como gas. Ademas del pH, otros
factores que predisponen este tipo de pérdidas son la temperatura (>18 °C),
dosis de N, y velocidad del viento.

2). La lixiviacion de nitratos, estas pérdidas se presentan por el lavado de
NOs™ por agua de percolacion del suelo por niveles mas bajos de la zona de
aprovechamiento por las plantas. Esto se presenta cuando existen lluvias o
riegos excesivos. Este tipo de pérdidas es mas danino en suelos arenosos, ya
que estos facilitan el transporte de las moléculas al fondo del sistema.

3). La amonificacion, proceso mediante el cual las macromoléculas que
forman los tejidos y o6rganos de las plantas y animales son reducidos a
aminoacidos por la accion de diversas enzimas proteoliticas, como peptonas y
polipéptidos. Ademas de algunas bacterias cabe destacar que participan
hongos, de los que resaltamos Trichoderma koningi, Cephalotecium roseum y
Aspergillus spp. Este proceso no termina ya que los aminoacidos resultantes
que no son adsorbidos por las arcillas o metabolizados, siguen teniendo
transformaciones de reduccion hasta llevarlos a compuestos mas simples para
el caso de N, formaria (amonificacion), el cual es mas facilmente absorbido por

las plantas. En su defecto seguir hasta transformarse en NO3™ (nitrificacion).

XXX



4). La nitrificacion, proceso mediante el cual el NH;" resultante de la
mineralizacion del N organico y/o mineral aplicado al suelo en forma de
fertilizante es oxidado en el suelo a formas NO," y después a NOg'.

5). La desnitrificacion, este proceso es de relevancia en condiciones de
excesos hidricos prolongados en el suelo que generan anaerobiosis, lo cual
promueve la reduccion de los NO3z” a NOy; y en casos extremos a N». Esto se
presenta sobre todo en suelos arcillosos donde la capacidad de campo es

superior al 60 %.

VI. 3.2. Fésforo (P)

El P fue descubierto en 1669 por el alquimista Henning Brand de
Hamburgo, el primer hombre conocido que descubre un elemento. Se le llamo
P de Brand, para distinguirlos de otros materiales luminosos denominados
también fésforo (Gauch, 1973). EI P es un elemento no-metalico que pertenece
a la familia del N (grupo “V-a” de la tabla perioddica). Es un elemento esencial

para las plantas y los animales, siendo el 12" en la capa terrestre.

VI. 3.2.1. Ciclo del P

El P después del N es el elemento mas limitante en los suelos. El
contenido medio total de P de la litosfera es del 0.28 % expresado como P20s,
pero muchos de los suelos superficiales contienen de 0.022 a 0.083 % de P.
Este elemento no se encuentra libre en la naturaleza sino como rocas,
minerales, plantas y animales. De todos los ciclos de los elementos, el ciclo del

P es el que parece ser mas limitado, ya que este se encuentra en pequefas
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cantidades en la naturaleza. Se han encontrado depdsitos naturales de los
cuales se extrae de manera artificial para producir fertilizantes (Raven and
Curtis, 1975).

El P es tomado del suelo por las plantas, el cual fue previamente
trasformado por bacterias a formas mas asimilables; después se transforma al
ser absorbido por las plantas o por los animales, y nuevamente por la
descomposicion final de su cuerpo, y sus excretas y la degradacion de la
materia organica, el P vuelve al suelo para ser nuevamente aprovechado. Una
parte del P es arrastrado hacia el mar por los cauces de los rios donde se
forman sedimentos con altos contenidos del P, ahi es trasformado por el
plancton y reincorporado a las cadenas alimenticias, ya que de ahi son
consumidos por los peces, los cuales son consumidos por aves; sus heces son
ricas en P y estas son depositadas en islas y tierra firme, reincorporandolo al
ciclo. (Fig. 3) (Dekker 1999; Raven and Curtis 1975).

El P que se encuentra en el suelo se agrupa principalmente en dos formas:
1). P organico y 2). P inorganico. Como P organico se presenta en forma de
fosfolipidos, acidos nucleicos y fosfatos de inositol, como P de fosfolipidos
nunca excede de 3 mg kg', aunque en algunas excepciones se han
encontrado valores de 34 mg kg™'. El P de acidos nucleicos puede alcanzar del
17 al 58 %. El P organico expresado en porcentaje del P total puede variar de
2.6 a 75 %. El P inorganico se encuentra de diversas formas, las cuales son
influenciadas por el pH. El ién H,PO4™ es favorecido por debajo del pH 7 y el idn
divalente HPO,> por encima del pH 7. Si el pH es muy alcalino, el P presente
se encuentra como PO,>, el cual no es asimilable por las plantas. Por el

contrario, cuando los suelos son muy acidos precipitan el P como fosfatos de
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Fe y Al (por ejemplos, la estrenuita Fe(OH),H,PO4 y la variscita Al(OH),H,PO,).
En suelos alcalinos y calcareos, el P se encuentra presente como apatita
Fe,Cas3(PO4).Cas, hidroxiapatita Ca10(PQO4)s (OH),. Una pequefia fraccion esta
presente en la solucion del suelo y se encuentra en equilibrio con el P

adsorbido por los coloides (Dominguez, 1979; Gauch, 1973).

Fertiliza'ntes P Enmiendas
organicas
Residuos |
orgdnicos
SRS

_______________ o e E T e e e
' P mineral v Absorcién I ‘I_P SIAniEs 1
| COMPLEJO  Adsorcién ohaiie ’

! COLOIDAL | PO.H;/PO,H= ' | Descomposicion
' S/ SOLUCION SUELOk—}— ——— :
I | \Q':"a Mineralizacién* ;
; Prempltamon ot b{,,f z |
3 I ! |
COMPUESTOS DE | \<b/ : I H
} Fe, Al y Ca cJ\\> /Q‘b : Meteorizacién i HUMUS I
: Insolubilizacién & : ! L :
! 2 ] | I
; SCOMPUESTOS INSDLUBLES! sl ; 1 Inmovilizacién* :

I

|

ndican los procesos bioldgicos; Fuente: Dominguez, 1979.

Fig. 3. Esquema simplificado del sistema dinamico P en suelo-planta.

VI. 3.2.2. Asimilacién de P por las plantas

Las plantas absorben el P casi exclusivamente como iones POy inorganico
de la forma monovalente H,PO,’, ya que este es mas facilmente absorbido que
el i6n HPO4>. El P es absorbido, principalmente, por las raices de las plantas
en forma de i6n ortofosfato, presente en concentraciones muy bajas (10*-10°
M) en la solucion del suelo. En el interior de las células de la raiz y la savia del
xilema, las concentraciones de P son de 100 a 1000 veces mayores que en la
solucion del suelo que rodea a la raiz, esto evidencia la actividad metabdlica y

la absorcion de fosfatos es otra prueba de esa nutricién activa. Muchas formas
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de P son transformadas a formas organicas una vez que estan dentro de la raiz
y después son transportadas por el xilema hacia el tallo y hojas (Salisbury

&Ross, 1992).

VI. 3.2.3. Funcion del P en la planta

Los iones PO, son capaces de recibir energia luminosa captada por la
clorofila y transportarla a través de la planta en forma de adenosin difosfato
(ADP) y adenosin trifosfato (ATP). Se sabe que el P esta relacionado con un
factor de crecimiento, ya que influye fuertemente en el desarrollo radicular. EI P
favorece la nodulacion y la actividad de bacterias fijadoras de N,. Forma parte
de los acidos nucleicos, de los fosfolipidos de las coenzimas NAD y NADP y lo
que es mas fundamental forma parte del ATP. Ademas, la presencia del
elemento es indispensable para la fecundacién de las flores, aumenta el
desarrollo del sistema radicular y aumenta la resistencia vegetal a las
enfermedades; y regula los efectos derivados de la presencia de un exceso de

N (Hernandez et al., 2001).

VL. 4. Interaccién cultivo-microorganismo

El desarrollo de los cultivos en el campo esta mediado por una serie
interacciones entre factores tanto bidticos como abidticos (planta-ambiente-
microorganismo). Las propiedades fisico-quimico-bioldgicas del suelo afectan
directamente la sanidad y desarrollo de los cultivos i.e., aireacién, pH,
contenido nutrimental, drenaje; capacidad de intercambio cationico etc.; asi
como la microflora y microfauna del mismo. En relacion a este ultimo punto se

establecen competencias por fuentes de alimento, nichos, y dinamicas
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depredador-presa (sin que ninguna predomine) para que ayuden a limitar las
poblaciones de hongos, bacterias, nematodos y parasitos que puedan estar
causando enfermedades en las plantas (Altieri, 1999).

En ecosistemas naturales, las poblaciones microbianas tienden a disminuir
al introducir sistemas de produccion agricola como lo demuestran algunos
estudios en EE.UU, que indican que después de 58 afios, el carbono (C)
microbiano representé un 2.8 a 2.2 % del C total del suelo bajo cultivos anuales
de trigo-barbecho, comparado con un 4.3 % bajo pastos (Collins et al., 1992).
Similar informacion fue generada en un estudio realizado en Peru, que
demostré que la diversidad biolégica de la macroflora de los suelos cultivados
intensivamente o0 suelos de bosques secundarios se perdid6 en
aproximadamente un 35 a 50 % de unidades taxondmicas comparados con
suelos de bosques primarios (Altieri, 1999).

Estos datos indican la importancia del manejo del suelo sobre la biota del
mismo, en este sentido se pueden establecer tres tipos de interacciones que
influyen directamente con diferente magnitud en la nutricion vegetal sobre todo
en elementos como N y P, que son limitantes de la produccién agricola: 1).
variedad y/o cultivo-fuente de nutrimento; 2). microorganismo-cultivo; y 3).
microorganismo-cultivo-nutrimento, enmarcados en un sistema complejo suelo.

Al respecto de la interaccion variedad y/o cultivo-fuente de nutrimento, se
han realizados estudios en el cultivo de chile evaluando dos niveles de
fertilizacion: uno deficiente y una limitada de P, cuantificando la eficiencia en
términos de rendimiento, peso seco raiz y el tiempo en que el P es absorbido;

se encontré que los genotipos de las plantas tienen influencia en la absorcién
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de este elemento, ya que dependera de la variedad la capacidad para localizar
y absorber el P (Barriaga et al., 1998).

En relacion a la fuente fertilizante, (Mayerling y Ramirez, 2000)
demostraron que este factor influye en la absorcion del P, para ello probaron el
efecto de dos fuentes de P (roca fosférica y superfosfato) en siete lineas de
maiz, y evaluaron las modificaciones (longitud, volumen, diametro y superficie)
a nivel radicular y la cantidad de P absorbida por la planta. Los materiales
evaluados presentaron diferencias estadisticas significativas para absorber P
en ambas fuentes de fertilizantes, las cuales estaban directamente
relacionadas con las caracteristicas del crecimiento radicular. También se han
realizado estudios de interaccion planta-planta-fertilizante por ejemplo lupino-
maiz-superfosfato en la que se observé un mayor crecimiento al asociar estas
plantas, ya que se incremento la disponibilidad del P; debido a la capacidad del
lupino para tomar el P que requiere del suelo y dejar una fraccion de P
disponible que puede ser asimilada por una asociacién de cultivos.

Con respecto a la interaccién planta-microorganismo, se han realizado
numerosos trabajos (principalmente con bacterias) debido a la manejabilidad
de las bacterias en términos de rapido crecimiento. Cabe mencionar que en
plantas inoculadas con bacterias se tiene que evaluar la capacidad de estas
para asociarse y desarrollarse en la rizosfera (Villacieros et al., 2003). A
continuacion se ilustran algunos ejemplos de la influencia que tienen las
bacterias sobre la induccién a sistemas de resistencia a enfermedades en
plantas. En algunos de los trabajos mencionados por (Zavaleta, 2000), se hace
referencia a la utilizacion de bacterias para la reduccion de enfermedades,

como el caso de la aplicacion de Bacillus subtilis para la reduccién de Fusarium
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oxysporum en plantas de sandia; también la reduccién de Rhizoctonia solani en
papa; por otra parte, también se ha demostrado por ejemplo con el filtrado
donde crecié Helminhosporium tritici-repentis se redujo el desarrollo final de la
roya en 40 % y se obtuvo un incremento en la produccion de grano de cebada
de 1 Mg ha™.

En ese mismo tipo de interaccién con el uso de hongos, los estudios son
mas recientes. Cabe mencionar que el inocular un agente de control biolégico
se modifica la estructura de las comunidades del suelo y la rizésfera (Kozdroj et
al., 2004). Algunos trabajos por ejemplo con el hongo micorricico Glomus sp.
en ajo, han demostrado que se logra retardar el inicio de la pudricion blanca
(inducida por Sclerotium cepivorum) obteniendo una reduccion significativa de
la enfermedad, asimismo, la produccion del bulbo se pudo incrementar hasta
un 22 % (Zavaleta, 2000). Dentro de estas interacciones se han venido
explorando en multiples trabajos, las cualidades del hongo Trichoderma spp.
como agente de control bioldgico para algunas enfermedades y su efecto en la

mejora del aprovechamiento de los fertilizantes.
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VI. 5. Trichoderma

VI. 5.1. Taxonomia y ciclo de vida

La etapa sexual cuando esta presente se encuentra bajo los hongos
Ascomycetes en el género Hipocrea. La taxonomia tradicional esta basada en
diferencias morfolégicas, principalmente en el aparato de esporulacion asexual,
en la actualidad, se estan empleando técnicas moleculares para la
identificaciéon y clasificacion de los organismos. Consecuentemente, el taxa se
ha agrupado de 9 a 33 especies (Esposito y Dasilva, 1998).

La mayoria de las cepas de Trichoderma no poseen etapa sexual por los
que se reproducen solo por esporas asexuales; el organismo crece y se
ramifica desarrollando hifas tipicas. La esporulacion asexual ocurre en conidias
unicelulares, usualmente de color verde liberados en grandes cantidades.
También pueden formarse clamidiosporas de resistencia; son unicelulares pero

pueden fusionarse entre dos o mas (Howell, 2003).

VL. 5.2. Importancia del género Trichoderma

Desde el reconocimiento de su potencial como agente de control bioldgico
de enfermedades en 1930 (Howell, 2003), gran cantidad de trabajos se ha ido
agregando a la lista de enfermedades controladas por el hongo Trihoderma
(Rudresh et al., 2005; Estevez et al., 2001; Mar et al., 2000; Camprubi y Estaun
., 1995; Baker, 1989; De Oliveira et al., 1984; Sivan et al., 1983), en la tabla 6

pueden observarse algunas de las enfermedades que controla Trichoderma.
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Tabla 6. Enfermedades y agentes causales controlados por Trichoderma spp.

Hongos controlados por

Trichoderma Enfermedad Cultivo

Armilaria spp Pudricion de raices Frutales

Amplio rango de cultivos:
Botytris cinerea Moho gris papa,fresa, frijol, mora, flores y
causa pudriciones post cosecha
Amplio rango de cultivos: arveja,
Antracnosis papa, tomate fresa y causa
pudriciones porstcosecha

Colletotrichum
gloeosporioides

Cylindrocladium scoparium Volcamiento Pino
, Marchitamientos Banana, arveja, maiz, clavel,
Fusarium oxysporum
vasculares Tomate de arbol entre otros.
Macrophomina phaseolina Carbon de las raices Maiz, frijol, meldn, ajonjoli.
Phytophthora infestans Gota Papa, pepino de agua.
Phytophthora spp. Pudricion. Tabaco, flores, frutales, etc.

Pudricién algodonosa
wolcamiento.
Pudriciéon algodonosa Zanahoria,tomate, lechuga,

Pythium spp. Amplio rango de cultivos

Rhizoctonia solani

wolcamiento. repollo, café, papa, cebolla etc.
. , Pudriciéon algodonosa Habichuela, lechuga, repollo, cafe,
Sclerotinia sclerotium ) . . .
wolcamiento. ajo, pimienton, arveja, etc.
Rosellinia necatrix Pudricion blanda de raices |/Aguacate, manzano.

*Fuente: Adaptado de Herrera-Estrella y Carsolio, 1998; Chet and Inbar, 1994.

El uso de este hongo, ademas de que permite ahorros econdémicos por la
menor cantidad y frecuencia en la aplicacion de fungicidas, se tiene un
beneficio ecoldgico, ya que se reduce también la contaminacion, al disminuir la
aplicaciéon de fungicidas a los cultivos. En trabajos mas recientes se ha optado
por explorar otras propiedades que pueden brindar este tipo de hongos, ya que
muchas veces el controlar solamente la enfermedad no es muy rentable para
los productores, por ello se empezé a investigar su capacidad para promover el
crecimiento en las plantas esto debido a un mejor aprovechamiento de los
fertilizantes (Bae y Guy , 2005; Rudresh et al., 2005; Zayed and Abdel, 2005;

Windham et al., 1986; Harman, 2000; Celar, 2003; Yedidia et al., 2001; Mar et
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al., 2000; Camprubi y Estaun, 1995; Kleifeld and Chet, 1992; Baker, 1989;

Chang et al., 1986).

VL. 5.3. Trichoderma como promotor del crecimiento

Chang et al. (1985), probaron el potencial de Trichoderma harzianum para
inducir el crecimiento de varios cultivos horticolas y florales, observaron que los
pepinos tratados con este hongo germinaron dos dias antes que los no
tratados. En plantas de crisantemo encontraron que las plantas tratadas tenian
mayor numero de botones que las no tratadas. Ademas encontraron que los
datos son consistentes para inoculaciones de 10° unidades formadoras de

colonias (UFC) g

suelo, aplicados en una suspensién conidial o en una
mezcla pet most y grano. Ademas observaron una diferencia significativa en
algunos ensayos utilizando semillas de tomate, pepino y calabaza.

En un trabajo realizado por (Windham, 1986), quién inocul6 semillas de
tomate y tabaco con cepas de Trichoderma harzianum y Trichoderma koningii,
buscando diferenciar si la promocion del crecimiento se debia a un efecto
directo de las cepas o a un efecto indirecto al eliminar patdégenos para las
plantas. Encontraron que la emergencia en plantas inoculadas de tomate y
tabaco habia aumentado. Ademas después de 8 semanas, las plantas habian
incrementado su peso de 213-275 y 259-318 % mas con respecto al testigo.
Ademas de esto no se encontraron diferencias cualitativas y cuantitativas en
las poblaciones de los suelos tratados y los controles. La informacion anterior

indica que las diferencias observadas se deben a un factor de regulacién de

crecimiento que incrementa la germinacion asi como el peso de tallos y hojas.
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Al respecto, (Baker, 1989), mencionan que existen diferentes mecanismos
a través de los cuales se genera la promocién del crecimiento en las plantas:
1). Modificacién o alteracién de la microflora de la raiz; 2). Produccion de
substancias estimuladoras del crecimiento (hormonas o factores de
crecimiento); 3). Produccién de vitaminas, 4). Estimulacion para tomar
nutrimentos y 5). Disminucion de sustancias inhibitorias del crecimiento de las
plantas. Asimismo, mencionan dos razones principales: 1). La disminucion de
microorganismos de los llamados patdgenos menores que son parasitos
menores, los cuales consumen agua o nutrimentos dejando a la planta sin
disponibilidad de estos, y 2). produccién de algun tipo de toxina. Con la
aplicacién de Trichoderma estos parasitos menores son disminuidos y en el
mejor de los casos eliminados.

(Kleifeld and Chet, 1992), evaluaron tres formas de inoculacién de
Trichoderma harzianum, como suspension conidial, pregerminado en un
sustrato, y como recubrimiento de la semilla; en términos del crecimiento de
plantas de rabano, pepino, frijol, tomate y calabacita. En cuanto a colonizacién
rizosférica, determinaron que se asocié mejor a rabano llegando a un 90 %. El
pepino fue el que menor colonizacion presentd llegando solo al 35 % de
colonizacion de raiz; en el segundo mejor de los tratamientos Trichoderma
harzianum logro un incremento del 26 % con el tratamiento de conidias y un 43
% con el tratamiento pregerminado en sustrato. Asi, ellos determinaron que el
incremento del crecimiento de las plantas depende de la capacidad del hongo a
la sobrervivencia y desarrollo en la rizosfera.

Lo anterior también ha sido demostrado en otros estudios con el uso por

ejemplo de micorrizas y Trichoderma. (Camprubi and Estuan, 1995), probaron
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el aumento de crecimiento de mandarina (Citrus reshni) inoculado con cepas
de Glomus intraradices y Trichoderma aureoviride, los resultados demostraron
que la asociacion con este tipo de hongos afecta la colonizacion rizosférica,
ademas de las poblaciones microbianas del suelo, asi como las actividades
esterasa, trealasa, fosfatasa y quitinasa. Por otra parte, los datos de la
evaluacion de los indéculos en tres sustratos mostraron que cuando la
inoculacion se realiza solo con T. aureoviride no se presentd un efecto sobre el
crecimiento de C. reshni; aunque cuando se realizé una co-inoculacion con T.
aureoviride y G. intraradices, se observd un incremento significativo del
crecimiento en dos substratos sobre todo aquellos que contienen mucha
materia organica, asimismo, se observo que la inoculacion con T. aureoviride
no afectd la colonizacion micorricica de la raiz.

Mar et al., (2000), probaron la interaccion de diversos microorganismos con
la idea de incrementar el crecimiento de las plantas de maiz. Se evaluaron
micorrizas arbusculares (AM), como fitoestimulador se utilizé Azospirillum y
como agentes de control biolégico se utilizaron a Pseudomonas 'y Trichoderma.
En este estudio se encontré que la colonizacidn con micorrizas elimind el
posible efecto positivo causado por Trichoderma en el crecimiento de las
plantas. También se observo un incremento en la actividad esterasa y quitinasa
cuando se co-inoculd Trichoderma con G. mosseae., aunque la actividad
trealasa disminuy6 cuando se co-inocul6é Trichoderma'y G. deserticota.

Estevez et al. (2002), determinaron que los agentes de biocontrol Bacillus
subtilis GBO3 y T. harzianum (T-22) indujeron la reduccion de la severidad de
la pudricion de raiz de frijol producida por el hongo Fusarium solani f. sp.

phaseoli, en asociacion con Rhizoctonia solani'y Fusarium oxysporum. Ademas
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observaron que la aplicacion en la semilla de Bacillus subtilis GBO3 y T-22
incrementaron significativamente la biomasa de las plantas, asi como el
decremento de la severidad de la enfermedad bajo condiciones de invernadero.

Asimismo, se han realizado estudios enfocados al papel de los
microorganismos en la absorcion nutrimental. (Wu et al., 2005), observaron que
la absorcion de N por hongos saprofiticos como Trichoderma y Penicillium, de
la materia organica (MO) en descomposicion sobre todo de los complejos
proteina-taninos, y glucosalinas estuvo mediada por los mismos, asi para que
las ectomicorrizas hicieran uso del N que contiene la MO deben esperar a que
los micro-hongos tomen este nutrimento y lo transformen a una forma
disponible para los hongos micorricicos, llevandose a cabo una combinacion de
interacciones entre hongo-materia organica y hongo-micorriza. Los autores
sugieren que la velocidad de difusién del amonio es suficientemente alta
(cuando no hay limitantes de agua) para qué sea tomada por el hongo
ectomicorricico.

Los anteriores resultados demuestran la funcion de los consorcios
microbianos sobre la nutricidn vegetal. En este sentido, (Rudresh et al., 2005),
evaluaron un consorcio de microorganismos inoculados en plantas de garbanzo
para aumentar el aprovechamiento de nutrimentos principalmente N y P. Este
consorcio incluia una cepa bacteriana fijadora de nitrégeno (Rhizobium), una
cepa bacteriana solubilizadora de fésforo y un hongo para control biolégico
(Trichoderma). Con la mezcla de estos tres organismos se logré incrementar la
germinacion, la absorcién de nutrimentos, la altura de las plantas, el numero de
ramas, la nodulacién, la produccién de grano y la masa total de la planta.

Ademas, encontraron que la inoculacion de estos microorganismos no inhibio
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significativamente la poblacién presente. Estos resultados indican efectos
acumulativos que tuvieron los diferentes indculos aplicados al sistema.
También se observo que las plantas tuvieron un mayor suplemento de Ny P en
la cosecha, asimismo, la produccion de sustancias promotoras de crecimiento
se incrementd. Estos resultados demostraron que si hay funcionalidad de la co-
inoculacion ya que se observd una mayor eficiencia en la fijacion de nitrégeno
en las plantas inoculadas con Rhizobium, se encontr6 mayor cantidad de P en
plantas que fueron inoculados con bacterias solubilizadoras de P y hubo una
supresion efectiva de las enfermedades promovida por el hongo Trichoderma
spp.

(Elmholt and Labouriau, 2005) quienes analizaron y compararon la
biodiversidad de diversos campos donde se practicaba una agricultura organica
y una agricultura tecnificada encontrando que esta ultima contaba con una
menor diversidad en cuanto a hongos de los géneros Trichoderma spp.,
Penicillium spp., y Gliocladium roseum, siendo Trichoderma spp mas

representativo en el campo tecnificado.
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VI. 5.4. Trichoderma asociado a la absorciéon de nutrimentos

Yedidia et al. (2001), evaluaron la respuesta del crecimiento en plantas de
calabaza tanto en suelo como en condiciones de cultivo hidropdnico inoculado
con una cepa de Trichoderma harzianum (T-213). Se observé un incremento en
peso del 80 % vs. el control sin inocular, asimismo, se cuantificé un incremento
del 90 y 30 % en la concentracion de P y Fe, respectivamente, en plantas las
plantas inoculadas. Ademas, se encontré un aumento significativo a los 5 dias
después de la inoculacion, en las concentraciones de Cu, Fe, Zn, Mg y Na. En
el cultivo axénico, se encontré una mayor cantidad de biomasa, ademas se
comprobé el efecto benéfico en el crecimiento de raiz por asociacion con el
hongo Trichoderma.

Harman, (2000), reporta uno de los estudios mas completos que se han
realizado con la cepa de Trichoderma T-22, mutante generada en laboratorio
para aumentar sus cualidades como control biolégico, asi como su capacidad
de asociacion rizosférica. De los resultados obtenidos en el cultivo de maiz
fertilizado con diferentes dosis de N destaca que después de cuatro semanas
no se observaron diferencias significativas en términos de biomasa; aunque al
final del ciclo se observaron diferencias significativas en las dosis de 80 y 160
kg N ha™' vs. la dosis maxima de 240 kg N ha™ cuando el maiz fue inoculado
con la cepa T-22 vs. el control sin inocular.

Singh and Satyawati, (2002), evaluaron como el proceso de composteo
enriquecido con inoculantes fungicos como Trichoderma harzianum, Aspergillus
niger 'y Azotobacter chroococcum incrementan significativamente las
cantidades de N, P y K, en el producto final del composteo en comparacion con

el tratamiento sin inocular. Posteriormente, se evalué en el producto final el
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efecto del vermicomposteo, lo cual generd caracteristicas mas favorables como
una mayor reduccién en el contenido de ligninas, por efecto de lignolisis, asi
como menor cantidad de celulosas por celulolisis.

La capacidad para que un microorganismo lleve a cabo una actividad,
como ya fue mencionada, esta determinada en parte por su capacidad
competitiva por nutrimentos con otros microorganismos, al respecto, (Celar,
2003), estudié esta capacidad entre los hongos de control biolégico (T.
longibrachiatum, T. harzianum, T. viride y T. koningii) contra los agentes
patdgenos (Fusarium solanis, F. sambusinum y F. moniliforme), asi como
Sclerotinia sclerotium y Rhizoctonia solanis. Los resultados de este trabajo
demostraron que el patégeno Fusarium asimila mas rapidamente las fuentes de
amonio (NH4") y nitrato (NO3’) que el agente de control bioldgico Trichoderma
en sus especies estudiadas.

Zayed and Abdel, (2005) estudiaron la capacidad de mineralizacion de
Aspergillus niger y Trichoderma viride inoculadas en la paja de maiz
enriquecidas con roca fosférica con o sin estiércol de corral, utilizando como
indicador plantas de judia en macetas. Se encontré que la maxima cantidad de
P soluble (1000 mg kg™') fue producida en las compostas inoculadas con A.
niger + T. viride con o sin estiércol de corral, ademas, se observo que las
plantas de judia fertilizadas con la composta inoculada con A. niger + T. viride

con estiércol, fueron las plantas que tomaron la mayor cantidad de P (295 mg

kg™).
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VL. 5.5. Otros usos de Trichoderma

Dentro de los usos del hongo Trichoderma, ademas de los ya
mencionados, pueden resaltarse otros como el caso industrial donde este
género de hongos es utilizado para la produccion de enzimas extracelulares
(celulosas) que degradan polisacaridos complejos. En la industria alimenticia se
utilizan como complemento del alimento para aves, para ayudarlas a la
degradacion de las hemicelulosas de la cebada y otros cereales. Trichoderma
puede ser fuente de genes, ya que las substancias que estos producen estan
codificadas por genes, y muchas de estas sirven para el control bioloégico, asi
como algunas que presentan transformacion de nutrimentos para hacerlos
disponibles para las plantas (Harman, 2000).

Otra capacidad metabdlica importante es la referente a la biorremediacion,
algunas cepas de Trichoderma tienen la capacidad de degradar compuestos
organoclorados, clorofenoles y otros insecticidas como DDT, endosulfan,
pentacloronitrobenceno, herbicidas como ftrifluralin y glifosfato (Esposito and
Dasilva, 1998). También posee enzimas tales como celulasas, hemicelulasas y
xylanasas que ayudan a la degradacion inicial del material vegetal y por ultimo
enzimas de mayor especializacion que simplifican las moléculas complejas de

los pesticidas.

VI. 6. Métodos para cuantificar la eficiencia nutrimental

Estudios realizados para medir la eficiencia de asimilacion de nutrimentos
han demostrado que no mas del 50 % del elemento aplicado es aprovechado
por el cultivo (Harmsen y Moraghan 1988 citados por Hardarson, 1990). Estos

mismos autores mencionan dos métodos para determinar la absorcion de
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nutrimentos derivados del fertilizante (el efecto de la forma y lugar de

aplicacién, el tiempo y la fuente quimica utilizada):

1). El método clasico o convencional. Cuantifica el efecto al aumentar la

dosis de aplicacion de fertilizantes sobre el rendimiento de las cosechas.

2). El método basado en la absorciéon del nutrimento. El cual tiene las

siguientes variantes:

1). Método de la diferencia. Es un método indirecto en el que la absorcién
de nutrimentos por las plantas de un tratamiento control se sustrae de los
tratamientos evaluados. Este método, supone que todas Ilas
transformaciones de nutrimentos son iguales, tanto en las parcelas

fertilizadas como en las no fertilizadas.

2) Método isotopico. Permite estimar la absorcién de nutrimentos de los
fertilizantes aplicados. Algunos trabajos de fertilizacion con el isétopo '°N
para fertilizantes nitrogenados y %P o 3P para fertilizantes fosfatados
indican, que estos tienen una alta confiabilidad en los resultados y por ello
han sido utilizados en forma extensiva (Zapata, 1990).

VI. 6.1. Técnicas isotopicas de °N

El muestreo directo para evaluar la absorcion nutrimental por la aplicaciéon
de fertilizantes, so6lo puede realizarse con el uso de técnicas isotopicas, donde
estudios con "N y *?P han sido utilizados en forma extensiva, por su alta

confiabilidad en sus resultados (Zapata, 2002).
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Para el caso de los fertilizantes N se tiene el isdtopo estable N, con una
abundancia natural que varia de 0.36 a 0.37 % atomos de "N con promedio de
0.366 % y se detecta mediante espectrometria de masas y espectrometria de
emisién (Cabrera y Kissel, 1989; Preston, 1993). El uso del is6topo de '°N
como un trazador para determinar la eficiencia de recuperacién del N se
incrementé rapidamente a partir de la década de los 60’s, especialmente en los

paises desarrollados (Axmman y Zapata, 1990).

La técnica isotdpica de >N mide el consumo de N por una planta que ha
recibido el fertilizante marcado con "N sin discriminar entre los isétopos N y
®N; debe contarse con una distribucién uniforme del enriquecimiento de "°N
con el "N existente en el suelo; esto indica que el "N aplicado al suelo esta en
el mismo estado quimico y en la misma localizacion que el "N del suelo y que
cualquier proceso de transformacidn que ocurra (difusion, fijacién,
volatilizacion, lixiviacion, inmovilizacion o nitrificacion) afectara de la misma

manera al °N aplicado y al *N nativo del suelo (Murphy et al., 2003).

VI. 6.2. Evaluacion de la absorcion de fertilizantes

La eficiencia de un fertilizante depende de la dindmica del nutrimento en el
sistema de produccion, que implica procesos bioldgicos, fisicos, quimicos vy
fisicoquimicos influenciados por las condiciones edafoclimaticas (Etchevers,
1997; Hernandez, 1997). Para la evaluacién agrondmica principalmente existen
dos aspectos en la eficiencia que son: 1). La evaluacion agrondmica y 2). La
eficiencia de recuperacion.

La eficiencia de recuperacion del fertilizante se evalua como (Alvarez-

Sanchez, 1996):
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1) Efectividad inicial del nutriente en el suelo. Cuando se agrega un
fertilizante conteniendo el nutrimento en estudio, en el suelo aumenta la
reserva de éste y por consecuencia su disponibilidad.

2) Efectividad residual (reaccion lenta). Cuando se adiciona al suelo un
nutrimento en el fertilizante, que se ioniza al disolverse, se provoca una
reaccion de adsorcion, donde los iones quedan retenidos en la superficie
de las particulas sélidas, quedando el nutrimento disponible en funcion
del tiempo.

3) Eficiencia de absorcion. Definida por la capacidad de absorcion del
cultivo dado que éste extrae los nutrimentos disponibles en el suelo y
estd determinado por su morfologia y tipo de raiz, ademas de las
caracteristicas genéticas vy fisiolégicas de cada especie.

4) Eficiencia de aplicacion. Comprende la forma de aplicacion y colocacion
del fertilizante en relacién al cultivo, que garantice que éste sera

absorbido por la planta.

La evaluacion de fertilizantes en campo estd sujeta a la absorcion del
cultivo, la cual se reduce por la lixiviacion, erosion, volatilizacion, adsorcion y
fijacion en las particulas del suelo (Terman et al., 1962), esto dificulta la
determinacién de las diferencias entre fertilizantes y la respuesta del cultivo,
incrementando el uso de métodos de laboratorio y macetas en invernadero

para evaluar nuevos fertilizantes.



VIl. MATERIALES Y METODOS
Los experimentos se establecieron en un invernadero del Centro de
Investigaciones y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional

(CINVESTAV-IPN), Unidad Irapuato.

VII. 1. Generacion de tratamientos y disefo experimental

Los tratamientos se generaron en un disefio factorial AxB: A; cinco aislados
de Trichoderma: CM7, CM12, CM28, CM35 (alta capacidad de colonizacién) y
CM44 (contraste con baja capacidad de colonizacion) y B; cuatro dosis de
fertilizacion 50, 100 y 120 % para Ny P; y 0 % (control); cada tratamiento fue
instalado con 3 repeticiones, bajo un disefio completamente al azar. Ademas,
se incluyeron los testigos absolutos (sin inoculacién de Trichoderma spp. y sin
aplicacion de fertilizante N y P).

Para la fertilizacion N se utilizé sulfato de amonio (21 % N) marcado
isotdpicamente con 1 % atomos en exceso (a. e.) de °N y para la fertilizacion
de P, se utilizé superfosfato simple (36 % P).

Los cuatro ensayos se instalaron como experimentos independientes para
los cultivos de maiz y ajo: Para el caso de N; exp. 1: ">’N-Maiz/Trichoderma y
exp. 2: '°N-Ajo/Trichoderma y dos mas para P; exp. 3: P-Maiz/Trichoderma
y exp. 4: P-Ajo/Trichoderma. Los exp. 1-2 consistieron en la aplicacion de N
variando su dosis en los porcentajes mencionados para cada cultivo, y
permaneciendo constante la dosis de P (100 %), mientras que para el caso de
P (exp. 3-4); los experimentos variaron las dosis de P en los porcentajes antes
mencionados, permaneciendo constante la dosificacion de N (100 %). En total

se utilizaron 150 macetas para el experimento de maiz divididas en 75 para el
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experimento de N (con fertilizacion P constante) y 75 para el experimento de P
(con fertilizacién N constante); para el caso del ajo solo varid la capacidad de
las macetas (UE).

Para el caso de los experimentos de maiz (exp. 1 y 3) se utilizaron UE con
10 kg de suelo, y para el caso del ajo (exp. 2 y 4) se utilizaron macetas con 5
kg de suelo. Se utilizé suelo tierra lama (franco arenoso) con las caracteristicas
que se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas del suelo utilizado experimental.

Caracteristicas del suelo

Reaccion del suelo:

pH agua (1:2) 8.2
Extracto de saturacion:
pH extracto 7.7

Conductividad Eléctrica (dS/m)

Sodio intercambiable (%)

Relacion de adsorciéon de sodio
Fertilidad (mg/kg):

N-inorganico 2.1
P-Bray 21.4
K 165
Ca 3163
Mg 238
Na 43.5
Fe 8.2
Zn 2.8
Mn 3.7
Cu 6.8
Al 0
Materia organica (%) 0.6

Los aislados de Trichoderma spp. utilizados en los experimentos fueron
obtenidos en el Laboratorio de Ecologia Microbiana del CINESTAV-IPN Unidad
Irapuato; de diferentes zonas productoras de maiz del estado de Guanajuato.
La seleccion se llevo a cabo teniendo en cuenta algunos parametros como:

colonizacion, sistema de riego (temporal o tecnificado), semilla utilizada (criolla
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0 mejorada) entre otros. El aislado C44 se seleccioné como un contraste, ya
que es la que contaba con menor porcentaje de colonizacion (Tabla 8).

Tabla 8. Origen y capacidad de colonizacién de los aislados de Trichoderma

spp. utilizados en los experimentos.

. Colonizacion L . Regimen de| Tipo de
Aislado (%) Municipio Localidad humedad semilla
CM7 100 Pénjamo Pedregal Riego Hibrido
CM12 90 Pénjamo Sn. Isidro | Temporal Criollo
CM28 0 Irapuato Comederito, Temporal Criollo
Dolores Cerrito de . .
Ri I
CM35 80 Hidalgo Gpe. iego Criollo
CM44 30 San Felipe Quemada 1/ Temporal Criollo

La semilla de maiz utilizada fue proporcionada por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP-Celaya), es una
semilla hibrida denominada “H-222” y la semilla de ajo fue proporcionada por
productores de la region de “El Bajio” cv “Tacazcuaro”.

Los experimentos 1, 3 y 4 fueron instalados el 23 de Agosto de 2004 y
cosechados el 11 de Diciembre del mismo afio, mientras que el experimento 2
debido a la baja germinacion fue resembrado el 23 de Septiembre del mismo

afo y fue cosechada hasta el mes de Enero del 2005.

VII. 2. Suspension conidial de Trichoderma

Para la preparacibn de la suspension conidial de los aislados de
Trichoderma spp. a evaluar se utilizé el procedimiento siguiente:

Se sembrd una azada de los aislados de Trichoderma spp. seleccionados
en placas con medio de crecimiento papa dextrosa agar (PDA).

Posteriormente, se incubaron a temperatura ambiente (aproximadamente 24
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°C) durante 10 dias, después de los primeros 5 dias, se aseguro que las cajas
inoculadas recibieran bien la luz, ya que este es el factor que promueve la
formacioén de conidias.

Cuando el crecimiento de los aislados de Trichoderma spp. en las cajas
presentaron un color verde se tomé como indicativo de que los aislados habian
madurado (conidiacion); enseguida se procedié a cosechar las conidias. En la
campana de flujo laminar se abrieron las cajas y se lavaron dos veces con 10
mL de agua destilada estéril, se agitaron y se pasé sobre el medio un triangulo
de vidrio para forzar el desprendimiento de las conidias, sin desprender el
micelio del medio. Esta suspensién se transfiri6 a un matraz conteniendo 100
mL de agua destilada estéril. Se tomé6 un volumen de 0.1 mL para determinar la
concentracion de la suspension de las conidias en un hematocimetro (Cuadro
1). La suspensién se selld y se llevo a refrigeracion a 4 °C, donde permanecio

hasta ser utilizada.

VII. 3. Sustrato de salvado para Trichoderma

Para la preparacion del sustrato para la inoculacion con la suspensién
conidial de los aislados de Trichoderma spp. se utilizé el procedimiento
siguiente (Sivan et al, 1983):

El salvado, homogenizado se mezcla con 30 % de agua destilada estéril. Se
colocaron de 1 a 2 kg de esta mezcla en bolsas de polipapel y se sell6 la bolsa
con la menor cantidad de aire posible. Posteriormente, el salvado se esterilizé a
15 Ib de presidn durante 1 h repitiendo este proceso por tres dias consecutivos.
Una vez esterilizado el sustrato, se procedié a inocularlo con una suspension

de conidias a una concentracién de 2x10* conidias g sustrato” (Cuadro 1).
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Periddicamente La bolsa se agitd manualmente para asegurar que el indculo se
incorporara uniformemente. Para la maduracién de este sustrato se dejaron las
bolsas aproximadamente 10 dias a temperatura ambiente (24 °C).

Del producto final se aplico una dosis de 25 g indculo m” de suelo,

equivalente para el caso de maiz 4.25, y para el caso del ajo 3.3 g maceta™.

VII. 4. Muestreo

A los 130 dias después de la emergencia (dde) se cosecharon los
experimentos, para lo cual se saturé la UE con agua de la llave, pasado
aproximadamente 2 h, se extrajo la planta completa, eliminando el suelo de la
raiz con agua corriente. La parte aérea se corto en la base del tallo, el material
vegetal se pesd inmediatamente en una balanza semi-analitica de 250 g para
determinar el rendimiento fresco de paja (hojas + tallo) y grano, y bulbo. Luego
a la muestra colectada de paja (maiz y ajo) y bulbo se le hicieron cortes y se
depositaron en bolsa de papel estraza para secarlas en un horno a 70 °C
durante 72 h (UT 6200, HERAUS) y determinar el rendimiento de materia seca
(RMS) de los drganos vegetales, una vez determinado el peso seco, las
muestras se molieron y se tomé una submuestra de 1 g para el analisis de N y

P total.
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VII. 5. Tincién de raiz

Para la cuantificacion de la colonizacion de raiz por los aislados de
Trichoderma spp. se utilizé el siguiente procedimiento (Phillip and Hayman,
1970):

Las raices colectadas se lavaron con agua de la llave, tratando de eliminar
todo el suelo adherido a ella posible. Se cortaron las raices por estratos de
profundidad, uniformizandolos a 1 cm de longitud tratando de obtener la mayor
cantidad de raices por estrato. Posteriormente, los segmentos de raiz se
decoloraron con KOH 10 %, y se esterilizaron a 10 Ib durante 10 min. Una vez
enfriadas, las raices se lavaron nuevamente con agua destilada estéril y se
enjuagaron con HO, 10 % por 3 min. (éste paso debe realizarse cuando las
raices son muy lignificadas). Enseguida se les agregd HCI 10 % y se agitaron
durante 2 a 3 min.; se decantd el HCI, sin lavar. Se tifieron con azul de tripano
0.05 % en acetoglicerol, se retird el colorante y se adicioné acetoglicerol, se
montaron 12 segmentos de raiz en portaobjetos, agregando 1 gota de
acetoglicerol y se les colocd un cubreobjetos. Finalmente, se observo vy
cuantificé la colonizacién usando un microscopio compuesto a 40X; La
cuantificacion Se realizo marcando como positivo aquel segmento de raiz
colonizado y se le asignaba un valor de 1 y como negativo en el que no se

observaban estructuras fungicas asignandole un valor de 0.
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VII. 5. Método Kjeldahl

Este método se ha usado desde hace mas de 90 afos, en los cuales se ha
ido modificando para resolver problemas especificos, habiéndose realizado
gran cantidad de publicaciones al respecto. Este método se divide en tres
etapas: 1). La digestién de la muestra para convertir el N de los compuestos
nitrogenados en NH;"; 2). La destilacion que es la extraccion de N en el
digerido; y 3). La cuantificacion diferencial del N en el reaccionante (Axman et
al., 1990).

La determinacién de N total se realizé por el método micro-Kjeldahl, el
cual se basa en el principio de la digestion (Tecator, 1016™7) del material
vegetal molido (0.5 g) en acido concentrado (5 mL de H,SO4, MERCK“R) mas
catalizadores (0.7 g de mezcla reactiva de selenio, MERCK“R) a temperatura
de 370 °C durante 35 min. para formar sulfato de amonio (NH4),SO,.

En el proceso de digestion el punto mas importante es llevar todo el N que
se encuentre en la muestra a sulfato de amonio. Y para ello se lleva a cabo la

siguiente reaccion quimica:

Muestra (materia vegetal) + H,SOy ’ (NH4),SO4 + CO,

Posteriormente, se llevé a cabo la destilacion (Tecator, 1002YF) de los
digeridos diluidos (20 mL H»0 desionizada) por medio de vapor en medio
alcalino (30 mL NaOH 35 % p/v, MERCK"R), el destilado (NHs") se recupero en
un medio &cido (20 mL HCI 0.1 M, MERCK"R) con indicador mixto (0.3 mL) rojo
de metilo (MERCK™R)-azul de metileno (MERCK"R) formando cloruro de

amonio (NH4CI).
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mH4)ZSO4 + 2NaOH > 2NH3 + NaZSO4 + 2H20

NH;+HCl1 > NH4Cl + HC1  exceso

La cuantificacion estequiométrica del HCI no reaccionante
(Brinkman/Brand digital, 50 mL"R) y diferencialmente el N total se realizé con
NaOH 0.1 M, MERCK"R (Axmann et al., 1990). La muestra se acidificé para

evitar pérdidas de N por volatilizacion.

HCIl exceso + NaOH p» NaCl + H,O

La muestra se concentré a 1 mg N mL™"; para la cuantificacion de la
relacion isotdpica >N/'N. Se utilizé como material de referencia interno (MRI)
hojas de maiz con un contenido de % N total de 1.52+0.02.

VII. 6. Relacién isotépica '>N/'*N por oxidacion de Rittemberg

Una vez determinado el N total, la muestra se acidificé con HCI 0.1 M,
MERCKMR y se concentro a 1 ug N uL™" con una temperatura promedio de 250
°C (Lab-line, 60300) para la determinacion de la relacion isotopica '°N/™N
(Axmann et al., 1990) por medio de espectrometria de emisién optica (Axmann
y Zapata, 1990). Se utiliz6 el mismo MRI con una relacién isotdpica de
0.602+0.003 % N a.e.

La cuantificacion de la relacion isotdpica '"N/™N se realizd en un
espectrometro de emision éptica (FAN, NOI-6e), cuyo principio de medicion se
basa en que al aplicar una alta frecuencia al N, generado del NH4CI (25 pL

muestra) por oxidacion Rittemberg con Hipobromito de Sodio 0.07 M (13 pL),
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las moléculas absorben diferentes cantidades de energia y al desexitarse
emiten radiacion electromagnética de diferentes longitudes de onda y los
valores son proporcionales al tipo de molécula y cantidad de atomos,
determinandose asi el espectro de la relacion °N/"*N en % N a.e. (Axmann y

Zapata, 1990):

2NH,Cl  +3 NaOBr + 2NaOH p N2+ 5H,0 + 3NaBr + 2NaCl

Una vez cuantificado el N total y la relacion isotdpica °N/™N se procedié a

estimar el N en la planta proveniente del fertilizante (Nddf).

VII. 7. Cuantificacion de P

El contenido de P total (Pt) en el material vegetal fue determinado en los
diferentes 6rganos mediante la formacion del complejo cromégeno amarillo de
vanadio-molibdato (Zapata, 2002), la absorbancia de luz se realiz6 por
espectrofotometria (Beckman, Mod. DU650) a 420 nm de longitud de onda
(Pena et al., 2000; Zapata, 2002).

Para la cuantificacion de Pt se utilizd el procedimiento siguiente (Pena et
al., 2000):

De las muestras vegetales secas y molidas se pes6 aproximadamente 1 g
tomando el peso con tres cifras significativas, en tubos Kjeldahl, al cual se le
agregd una soluciéon de acido nitrico y acido perclérico 5:1 v/iv (10 mL).
Previamente, el material a utilizar se descontamind con una solucion de
KH2PO4 2 % durante 24 h. Después con una solucion de HClI 6 M y con agua

destilada (si no tiene *’P se obvia el tratamiento con KH,PO,). Esta solucion se
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calenté a 100 °C para facilitar la digestion dejando evaporar hasta sequedad,
con el P precipitado en forma de sales se les adicionaron 10 mL de agua
desionizada y 5 mL de una soluciéon vanadio-molibdato, y después se completd
el volumen con agua destilada hasta llegar al aforo 25 mL. Las muestras se
dejaron reposar por 20 min., transcurrido este tiempo se realizaron las
mediciones de cada muestra en un espectrofotdmetro a 415 nm de longitud de
onda.

Se realizd una curva de calibracién de concentraciones de P conocidas
para determinar las concentraciones de las muestras problema (Fig. 4 y 5) con
el procedimiento antes descrito, con los datos de absorbancia se realizé el
calculo de la ecuacion de regresion entre absorbancia vs. la concentracion de
P. El coeficiente de regresion se utilizé para el calculo de las concentraciones

de P en los analisis de las muestras experimentales.

Curva de calibracion de féosforo en maiz

0.8

0.6 /

y = 0.026493x - 0.0911
04 R? = 0.9981

——Fo6sforo

Lineal
0.2

/ (Fosforo)

0.0 1.0 25 5.0 100 150 200 25.0

Absorbancia 420

Dosis de fosforo (ppm)

Fig. 4. Curva de calibracién de P (ppm: partes por millén o yg mL-1)

para las muestras de maiz.

LX



Curva de calibracion de fésforo en Ajo

08 y = 0.1009 - 0.1382
0.6 R = 0.9527 Fosforo
0.4

Lineal
s / (Fésforo)
0.0 / ‘ ‘ : ‘

0.0 1.0 25 50 100 15.0 20.0 25.0

Absorbancia 420

Dosis de fosforo (ppm)

Fig. 5. Curva de calibracion de P (ppm: partes por millébn o ug mL-1)
para las muestras de ajo.
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VII. 7. Variables en estudio
Todas las variables cuantificadas se realizaron de acuerdo a (Hardarson

y Danso, 1990):

VII. 7.1. Biolégicas
Las siguientes variables se determinaron en la biomasa vegetal obtenida
en los diferentes érganos de los cultivos de maiz y ajo para los diferentes

tratamientos:

VIl. 7.1.1. Biomasa seca (BS)
Esta variable (mg planta™) se determiné en cada uno de los tratamientos

evaluados en base al procedimiento descrito en el proceso de muestreo.

VII. 7.2. Nutrimentales

Las siguientes variables se cuantificaron en la biomasa vegetal obtenida
en los diferentes érganos de los cultivos de maiz y ajo para los diferentes
tratamientos como paso previo a la determinacion de la relacion isotdpica

®N/"N y la eficiencia de absorcion de P proveniente del fertilizante:

VII. 7.2.1. N total (Nt)

Esta variable (%) se determindé por el método micro-Kjeldahl en la
biomasa vegetal, segun la estandarizacion del Organismo Internacional de
Energia Atomica (Axmann et al., 1990).

VII. 7.2.2. P total (Pt)

Esta variable (%) se determind por el método vanadio-molibdato en la
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biomasa vegetal, segun (Pena et al., 2000).

Nota: Las variables que a continuacion se describen para el caso del N
también aplican para P, excepto el "®N y Nddf que fueron calculados por el

método de la diferencia.

VII. 7.2.1.1. Rendimiento de nitrégeno total (RNt)
Esta variable (mg N planta™) se calculé multiplicando el porcentaje de N
total por el rendimiento de biomasa seca de cada uno de los érganos vegetales

muestreados en los cultivos de maiz y ajo.

VII. 7.3. Isotépicas
Las siguientes variables se cuantificaron en la biomasa vegetal obtenida
en los diferentes érganos de los cultivos de maiz y ajo para los diferentes

tratamientos donde se marco con '°N:

VIL. 7.3.1. ®Nitrégeno a.e. (*°N)
Esta variable (% S\ a.e.) se determind por medio del espectrometro de
emisidn en el N, generado por la oxidacidén Rittemberg del NH4Cl obtenido del

digerido de la biomasa vegetal (Axmann y Zapata, 1990).
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VII. 7.3.2. N derivado del fertilizante (Nddf)
Esta variable (%) se calculé dividiendo el % "N a.e. obtenido en cada
uno de los érganos de los tratamientos evaluados entre el % N, a.e. que se

aplicé (1% N a.e.).

VII. 7.3.3. Rendimiento de N fertilizante (RNF)
Esta variable (mg N planta™) se calculé multiplicando el porcentaje de
nitrégeno derivado del fertilizante >N por el nitrégeno total en la biomasa

vegetal.

VII. 7.3.4. Eficiencia de absorcion del fertilizante N (EFN)
Esta variable (%) se calcul6 dividiendo el rendimiento del nitrégeno

fertilizante entre la dosis de fertilizante N.

VII. 8. Analisis estadistico de la informacion

Una vez concluido el trabajo experimental, se organizaron los datos
obtenidos de las diferentes variables cuantificadas y se procedi6 a efectuar un
analisis de varianza de acuerdo al disefio experimental utilizado. A las variables
que mostraron en el analisis de varianza una probabilidad P>F <0.00 se les
practicé una prueba de separacion de medias por medio de la prueba de la
Diferencia Minima Significativa (DMS) con un nivel de probabilidad de p<0.05

(Olivares, Statnl, 1993).

LXIV



VIl RESULTADOS

VIIIl. 1. Inéculos de Trichoderma

En el cuadro 1 se pueden observar los resultados obtenidos para la
preparacion de los preindculos con las diferentes cepas, podemos destacar que
el aislado CM44, produjo la mayor cantidad de conidias contrario a lo esperado
ya que fue la cepa utilizada como contraste, con el porcentaje de colonizaciéon
menor vs. los otros aislados evaluados. Mientras que el aislado CM35 presenté
la cantidad menor de conidias, por lo que se requiri6 mayor cantidad de la
suspension conidial para lograr la concentracién necesaria para inocular en el
substrato.

Cuadro 1. Concentracion de la suspension conidial y preparacion de preinéculos de

Trichoderma spp.

. Qedate Paredo CGoidasnl mL \duren
Adlado Girieo 1 2 3 4 5  aedates 1 neesaics oo

aw ! % % o7 D i 1972 03B 1014 1308
2 20 180 1% X7 16 ’
1 42 6 2% eyl A

avi2 5 0 w o B 70 207 15 7B 1w
1 145 157 18 166 181

aves 5 0 5 1 6 18 128 076 130 13691
1 190 157 146 1% 146

avib 5 137 5 0 15 w0 1487 074 1345 13656
1 416 34 xR 331 313

av4 2 4 o 201 36 30 H4 177 564 144.36

VIII. 2. Exp. 1: "*N-Maiz/Trichoderma

VIIl. 2.1. Variables bioldgicas

Los datos de materia seca (raiz, paja: hoja y tallo, grano y la biomasa total)
del exp. 1: "N-Maiz/Trichoderma se presentan en el cuadro 2 y fig. 6. Los
analisis estadisticos de estas variables mostraron diferencias significativas
(p<0.05) para el factor aislado de Trichoderma spp. asi como en los niveles de

fertilizacion N.
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En términos generales, se observé que las plantas de maiz inoculadas con
el aislado CM12 presentaron la cantidad de biomasa radicular menor,
asimismo, se pudo observar que la fertilizacién N a 120 % produjo la ganancia
de peso mayor (Fig. 6), estos datos indican la presencia de una asociacion
parasitica en vez de una asociacion saprofitica. En todos los tratamientos
donde no se fertilizd con N se obtuvieron ganancias inferiores similares de peso
de raiz vs. el contraste. La planta de maiz inoculada con el aislado CM44
obtuvo la mayor ganancia en peso con un comportamiento muy similar al
contraste, superando solo el rendimiento de raiz en la dosis de 140 mg N
aplicados. La importancia del crecimiento de la raiz implica directamente una
mayor capacidad de exploracion de nutrimentos e indirectamente una mayor

absorcion de los mismos.
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Cuadro 2. Producciéon de materia seca raiz, paja: hoja y tallo, grano y la biomasa total

del exp. 1: ®N-Maiz/Trichoderma.

Aislado Dosis N Peso Seco Raiz Peso Seco Paja Peso Seco Grano Peso Seco Biomasa
(mg) Q) Q) Q) Total (9)
N 0 9.29 2.25 772 1.42 1.17 + 0.00 24.05 * 3.32
s 140 2236+ 0.03| 14.63 % 0.47 21.20 + 3.31 71.61| = 3.79
o 280 35.51 7.97| 31.60/x| 1822 19.52 + 7.94 102.94 +| 27.42
336 42.75 + 270, 22.73% 2.45 19.96 + 1.61 110.50 + 4.91
~ [} 10.83 + 416,  13.59 4.79 0.46 0.00 38.06| = 13.31
s 140 15.43 + 7.06] 14.90 4.90 18.98 + 0.23 64.81| + 18.95
o 280 19.22 + 6.42 17.00 1.96 17.47 + 2.74 65.30| + 12.65
336 40.80 + 1.29) 1831 0.57 14.23 + 5.84 89.77| = 0.50
® [} 8.97 + 2.01 7.16 = 1.41 6.91 4.60 25.68| + 7.25
g 140 32.99 + 9.71 18.61 + 6.02 21.33+ 3.79 89.97| + 17.80
o 280 31.36 290 1571 % 2.47 12.96 + 7.38 76.28| + 7.00
336 37.24 1.01 22.69 + 1.80 7.35 6.05 82.80| = 13.31
0 0 11.42 + 759  11.44 % 2.40 4.36 + 0.00 32.63| = 13.77
g 140 28.97 + 6.38| 14.40 2.07 25.80 + 0.00 76.10| = 18.44
o 280 18.47 + 4.74 1483 2.17 2223+ 0.13 67.28| = 8.06
336 24.56 + 3.66] 16.36 % 1.12 21.69 + 1.79 77.82| = 3.96
3 0 6.06 + 3.08 6.61 + 2.75 8.74 + 0.00 21.91| = 2.25
s 140 38.78 + 8.31 21.87 = 8.50 16.70 + 6.77 93.71 + 21.37
o 280 41.24 + 6.43 2411 = 6.44 20.72 + 2.60 104.74 + 17.99
336 35.28 + 1.40, 2523 % 6.22 13.12]+ 0.35 91.49 * 9.15
. 0 23.82+ 0.00 2557 % 0.12 5.38 0.00 61.94| + 0.12
2 140 28.62 + 7.05 15.57 + 1.25 21.58 + 2.73 75.63 + 4.74
o 280 40.88 = 4.09 22.64+ 2.36 11.92 + 0.00 84.89 + 6.44
336 38.40 + 6.88 2216+ 0.49 0.00 + 0.00 81.49 3.25
CV (%) 18.15 30.00 26.12 20.29
Aislado (A) F 2.86 3.04 8.34 2.08
P>F 0.02 0.02 0.00 0.08
. - F 9.61 11.35 69.89 52.66
Dosis fertilizante (B) P>F 0.00 0.00 0.00 0.00
F 7.75 3.04 4.77 2.59
AXB P>F 0.00 0.00 0.00 0.01
DMS (ps0.05) A 1.08 4.33 2.97 10.71
B 0.88 3.54 2.43 9.59
AxB 2.16 8.66 5.94 23.49
Nota: la biomasa total incluye el peso del olote y las bracteas.
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Fig. 6. Produccion de raiz por el cultivo de maiz inoculado con Trichoderma

spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 1: *’N-Maiz/ Trichoderma).
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Los datos de peso seco de paja de maiz (tallo y hojas) son presentados en
la Fig. 7. Los datos de esta variable mostraron diferencia estadistica
significativa (p<0.05) para el factor aislado de Trichoderma spp. asi como en
los niveles de fertilizacion N.

En términos generales, la inoculacién a base de Trichoderma favorecié un
aumento de la produccion de paja de maiz en comparacion con el tratamiento
sin inocular. En los tratamientos con el aislado CM44 + fertilizante N se obtuvo
la mayor produccién de paja vs. el tratamiento sin fertilizar, el cual presenté
valores muy inferiores incluso con el contraste. Por otro lado, el aislado CM7
solo se asocio bien en las dosis de fertilizacion N de 280 mg N, aunque los
datos presentaron un desviacion estandar muy alta; asimismo, la produccion de
paja de maiz con el aislado CM35 presentd los valores mas estables para
todas las dosis de N aplicadas pero menores a lo observado en el control, solo
la dosis del 50 % de N presentdé un comportamiento estable en términos de
produccion de paja. Es importante destacar que los aislados CM12 y CM35
fueron las que mayor efecto presentaron sobre la variable produccion de paja
aun sin la aplicacion de fertilizante N.

La importancia de estos resultados radica en la potencialidad del uso de
inoculantes a base de Trichoderma para la produccién de forraje de maiz,
debido a la importancia, en muchas regiones con produccion pecuaria, de la
utilizacién de la paja del maiz tanto para forraje de animales, asi como para

incorporar al suelo como abono o mejorador del mismo.
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Fig. 7. Produccion de paja por el cultivo de maiz inoculado con Trichoderma

spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 1: 15N-Maiz/Trichoderma).

En relacion a la produccion de grano, los datos obtenidos de esta variable
son mostrados en la fig 8., donde se observa que los aislados CM7, CM12,
CM28 y CM35 presentaron como tendencia un efecto mayor sobre la
produccion de grano en la dosis de 140 mg N, equivalente al 50 % de la dosis
N recomendada para el cultivo de maiz, pero solo el aislado CM35 fue superior
al testigo. Fue importante observar que siempre que se inocul6 con
Trichoderma spp. sin la aplicacion de fertilizante N, los inoculantes ejercieron
un efecto negativo en términos de produccion de grano, asimismo, se observo
que a dosis N mayores a 140 mg N, el rendimiento de grano disminuyo en
todos los tratamientos inoculados. Por otro lado, el control fertilizado con 336
mg N tuvo el menor rendimiento de grano, similares resultados se observaron
para la dosis de 280 mg N. Por otra parte, en los tratamientos inoculados con el
aislado CM44 se pudo observar un incremento en el rendimiento de grano en

funcién del incremento de la dosis de fertilizacion N, similar a lo observado con
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los demas aislados de Trichoderma spp. En los tratamientos con la dosis de

336 mg N se obtuvo el rendimiento de grano menor.
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mO0mgN m 140 mg N 0280 mg N 0336 mg N

Fig. 8. Produccién de grano por el cultivo de maiz inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 1: 15N-

Maiz/Trichoderma).

En el analisis de la biomasa total (Fig. 9) se pudo apreciar que los aislados
CM7 y la CM28 son las que tuvieron un mayor efecto sobre el rendimiento total
(biomasa mayor). Analizando los datos de paja y grano se puede observar que
los aislados que ofrecen mas ventajas al agricultor son: el aislado CM35 que
aunque su efecto sobre el rendimiento de paja es menor, tiene un efecto mayor
en términos de rendimiento de grano vs. el resto de los tratamientos. Por otro
lado, el aislado CM28 muestra ser un buen indculo ya que a dosis N menores,
tiene un efecto positivo sobre el rendimiento solo superado por el aislado

CM35.
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*Biomasa: paja, mazorca y raiz.
Fig. 9. Produccion de biomasa por el cultivo de maiz inoculado con

Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 1: '™N-

Maiz/Trichoderma).

Las rizésfera y endorizosfera de las plantas es muy compleja, en ella
suelen asociarse grupos de microorganismos variables (bacterias, hongos,
etc.), entre los hongos que pueden asociarse a las plantas se encuentran los
que forman arbusculos o vesiculas, ademas, de los que forman una asociacién
endorizosférica como Trichoderma spp. sin presentar estructuras reconocibles
a simple vista o en observaciones al microscopio. En los experimentos
realizados todas las raices presentaban colonizacion cercana al 100 %. Este
dato indica que probablemente se presentaron asociaciones microbianas que
tuvieron un efecto sobre las variables estudiadas. En este sentido se
encontraron arbusculos en las raices tefidas para la cuantificaciéon de
Trichoderma spp. (Fig. 10).

Como ya fue mencionado en cuanto a produccion, los tratamientos aislado
de Trichoderma spp. + 140 mg N tuvieron un efecto mayor sobre el
rendimiento. Asimismo, en los tratamientos sin inocular + fertilizante N fueron

los que presentaron un porcentaje de colonizacion con respecto a los
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tratamientos con los aislados de Trichoderma spp. con mayor efecto sobre las
variables en estudio: aislados CM28 y CM 35, las cuales presentaron
porcentajes de arbusculos menores sobre todo en las dosis de 140 mg N. Esta
observacion se puede interpretar como que los aislados de Trichoderma spp.
evaluados tienen mayor capacidad de competencia con los hongos nativos del
suelo, por lo tanto, a una colonizacibn mayor, estos impiden que se
establezcan en las raices otros hongos del suelo, en este experimento
identificados como arbusculos. También, destaca que la presencia de N influy6
en los niveles de colonizacion sobre todo en plantas que probablemente
estuvieron sometidas a un estrés nutrimental (50 % N de la dosis N
recomendada), las cuales presentaron una colonizacion por Trichoderma spp.
mayor, ya que la presencia de arbusculos fungicos fue inferior, en tanto que en
los tratamientos que no fueron inoculados presentaron una colonizacion por
arbusculos fungicos mayor por lo que se infiere que la presencia del hongo
Trichoderma spp. fue menor. Estas asociaciones pueden favorecer a otros
hongos. Por otra parte, también se observd, en todos los casos, que en el
tratamiento control sin fertilizar la colonizacién con las cepas de Trichoderma

spp. fue disminuida por el aumento de la colonizacién de arbusculos fungicos.
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Fig. 10. Colonizacién por arbusculos fungicos de raices del cultivo de maiz
inoculado con Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 1:
*N-Maiz/ Trichoderma).
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VIIl. 2.2. Variables nitrogeno (Nt) e isotopicas

En el cuadro 3 y fig. 6 se presentan los datos de absorcién de N total y N
derivado del fertilizante en paja de la planta de maiz. No se observaron
diferencias estadisticas significativas (p<0.05) para la variable N derivado del
fertilizante para los factores aislado de Trichoderma spp., asi como en su
interaccion con el factor dosis de N, sin embargo, se observé un efecto
estadistico significativo para el factor dosis de fertilizacion N. Se observé que la
planta de maiz inoculada con el aislado CM35 obtuvo el % N derivado del
fertilizante mayor con la dosis de 140 mg N, correspondiente al 50 % de la
dosis N recomendada para este cultivo.

Cuadro 3. Rendimiento de N total y N fertilizante en paja de maiz del exp. 1: "N-

Maiz/ Trichoderma.

Dosis N

Aisiado DO%'S % NddF Paja RNT Paja RNF Paja %EUF Paja
0 0.00 = | 0.00 151.56 x| 4.47 246 025 000 =< 0.00
S 140 20.90 + | 0.20 118.04 + | 19.62 2470 | 4.34 17.64 + 3.10
o 280 22.70 =  12.05 162.36 + | 30.86 34.97 + 11.98 12.49 +  4.28
336 26.97 +  3.86 87.66 + | 10.37 2280+ | 0.55  6.78 + 0.16
N 0 0.00 = 0.00 147.60 + | 13.21 339+ 0.47  0.00 + 0.00
S 140 24.80 + | 0.00 128.25 + | 17.50 31.80 + | 4.34 2272+ 3.10
5 280 18.35%  8.65 139.00 + | 6.65 3123+ | 450 11.15 = 1.61
336 22.85+  1.35 110.37 = 19.62 2540+ 599  7.56 % 1.78
© 0 0.00 = 0.00 86.72 + | 43.95 0.55+ 0.38  0.00 * 0.00
g 140 1757 + | 7.34 91.09 + | 21.21 15.23/+ | 2.66 10.88 + 1.90
5 280 2220 | 0.00 136.45 + | 40.78 3020+ | 9.05 10.82 % 3.23
336/ 31.50+ | 7.40 201.25 +  25.21 6216+ 7.11 1850 =  2.11
o 0 0.00+ 0.00 189.06 + | 40.23 271+ 1.69  0.00 = 0.00
2 140 26.55+ | 0.65 108.33/+ | 12.78 2837 + | 3.00 2026+ 214
5 280 2547 = | 2.49 167.41 + | 29.93 4363+ 472 1558 1.69
336] 3450 | 0.87 193.56 + | 21.00 66.45 + | 8.64 1078 + 257
< 0 0.00+ 0.00 95.49 + | 47.17 120+ 024 000 % 0.00
3 140 22.40+ | 4.52 134.60 + | 8.68 30.02 +  5.46 21.45 = 3.90
5 280 27.33/ 12.06 171.60 + | 3.71 4717+ 21.44 16.85 7.66
336] 24.75% | 4.65 186.74 + | 8.65 50.76 + | 6.68 15.11 % 1.99
0 0.00 = 0.00 121.99/+ | 0.55 7.08+ 0.03  0.00 + 0.00
P 140 24.30+ | 0.00 64.10 + | 6.69 15.58 + | 1.63 11.13 1.16
0 280 24.10= | 0.00 107.57 + | 11.19 2592+ | 2.70 9.26 + 0.96
336 21.15+  2.95 132.45 + | 26.36 2645+ | 7.14 7.87 + 212
CV (%) 23.600 16.610 26.240 24.260
Gepa (A) F 1.827 9.740 12.555 11.925
P>F 0.125 0.000 0.000 0.000
. F 146.292 15.127 138.374 149.134
Dosis fertilizante (B) 0.000 0.000 0.000 0.000
B F 1.537 8.066 7.259 6.562
P>F 0.129 0.000 0.000 0.000
DMS (p<0.05) A Ns 18.256 5.507 2.125
B 2.930 14.906 4.496 1.735
AxB Ns 36.512 11.138 4.250

%NddF: N derivado de fertilizante; RNT: Rendimiento de N total; RNF: Rendimiento de

N fertilizante; %EUF: Eficiencia de uso de N fertilizante.
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Los valores de la cantidad de N del fertilizante en paja cuantificada por la
técnica del "°N se presentan en la fig. 11. Los resultados que se obtuvieron en
esta variable indican cual de los aislados de Trichoderma spp. evaluados
incrementaron la absorcion de N en paja, por ejemplo, el tratamiento con el
aislado CM35 con 280 mg N muestra un efecto mayor en esta variable en tanto
que el aislado CM28 presento la absorcion de N fertilizante pero con la dosis de
140 mg N. Todos los tratamientos con los aislados de Trichoderma spp.

presentaron una absorcion de N en paja mayor vs. el tratamiento control.

80

60 I

Rendimiento N (mg/planta)
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Fig. 11. Absorcién de N fertilizante por paja del cultivo de maiz inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 1: '°N-

Maiz/Trichoderma).

Por otro lado, en términos de la cantidad de N fertilizante en paja de maiz
en base a la dosis N aplicada se cuantifico la eficiencia de uso de N fertilizante

(Fig. 12).
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En las dosis de fertilizante N evaluadas se aplicaron cantidades crecientes
de N fertilizante, esto permite observar cual aislado de Trichoderma spp.
incrementd la absorcion de N fertilizante en funcién de la dosis N aplicada, ya
que un inoculante puede promover un incremento en la absorcion de N
fertilizante pero debido a una mayor disponibilidad de N fertilizante. A dosis de
N fertilizante menores por ejemplo, 140 mg N, la planta absorbié cantidades de
N fertilizante similares a las plantas fertilizadas con 280 mg N, por lo tanto, la
eficiencia de uso de las primeras es mayor, este efecto se observdé mas
marcado en la paja de las plantas de maiz inoculado con el aislado CM12, el
cual mostré una mayor eficiencia en aprovechamiento de N en las dosis de

fertilizacion N bajas vs. dosis de fertilizacion N altas.
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Fig. 12. Eficiencia de uso de N fertilizante en paja del cultivo de maiz
inoculado con Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp.

1: >N-Maiz/Trichoderma).

En el cuadro 4 y fig. 13 se muestran los datos de N total y N fertilizante en
grano de maiz. La cantidad de N fertilizante mayor se cuantificé en el
tratamiento con el aislado CM35 con la dosis de 336 mg N, asimismo se

observd con este aislado en la dosis de 140 mg N valores de N fertilizante
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aceptables. Los tratamientos con los aislados CM12 y CM28 presentaron una
desviacion mayor con la dosis 280 mg N, pudiendo ser menor que el
tratamiento control en todas las dosis de N evaluadas.

Cuadro 4. Rendimiento de N total y N fertilizante en grano de maiz del exp. 1: "°N-

Maiz/ Trichoderma.

Dosis N

Aislado (mg) % NddF Grano RNT Grano RNF Grano %EUF Grano
0 0.00 £+ 0.00 25.09 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
E 140 12.20 + 0.40 303.85 * 23.36 37.13 = 4.01 26.52 2.87
o 280 10.10 £| 0.00 323.25+ 146.85 32.65+ 14.83 11.66 + 5.30
336 19.50 £+  4.60 357.87 + 93.11 63.84 £+ 19.89 19.00 + 5.92
~ 0 0.00 + 0.00 10.81 £ 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
E 140 11.75 +| 0.65 290.10 * 35.31 34.24 = 6.05 24.46 + 4.32
[3) 280 15.35 +| 5.15 341.28 + 26.98 32.96 £+ 32.36 11.77 £ 11.56
336 14.93 +| 0.52 252.44 + 78.50 39.55+ 14.69 11.77 £ 4.37
© 0 0.00 £+ 0.00 140.76 + 76.24 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
g 140 10.57 + 1.85 311.04 + 89.94 33.94 + 16.08 24.24 + 11.48
[3) 280 17.73 +| 2.63 374.52 + 88.61 64.89 £+ 50.65 23.18 £ 18.09
336 17.75 +| 5.65 254.47 + 70.70 10.88 =+ 10.17 3.24 + 3.03
© 0 0.00 + 0.00 98.34 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
g 140 16.70 £| 0.00 468.17 + 0.00 78.18 + 0.00 55.85 + 0.00
3 280 19.20 £ 1.80 333.00 + 45.97 63.38 + 2.82 22.64 + 1.01
336 27.40 = 5.48 426.50 + 38.73 118.13 = 34.38 35.16/+ 10.23
< 0 0.00 £+ 0.00 189.61 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
§ 140 16.50 + 0.70 266.82 + 88.16 42.30 = 11.63 30.21 + 8.31
3] 280 26.55 +| 5.45 360.88 + 23.17 82.53 £+ 27.01 29.48 + 9.65
336 19.20 +| 0.80 278.26 + 4.18 53.45 + 2.99 15.91 ¢ 0.89
0 0.00 + 0.00 102.97 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
gi 140 11.60 £| 2.40 338.83 + 52.86 40.15/+ 14.30 28.68 + 10.21
o 280 23.20 +| 0.00 212.36 + 0.00 49.27 + 0.00 17.60 + 0.00
336 13.80 +| 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
CV (%) 24.000 25.380 25.370 24.840
Cepa (A) F 6.029 9.167 28.859 26.216
P>F 0.000 0.000 0.000 0.000
. - F 152.275 47.678 132.774 179.813
Dosis fertilizante (B) ¢ 0.000 0.000 0.000 0.000
AXB F 3.897 5.516 15.957 11.835
P>F 0.000 0.000 0.000 0.000
DMS (p<0.05) A 2.491 52.293 10.081 4.355
B 2.034 42.697 8.231 3.556
AxB 4.983 104.586 20.163 8.710

%NddF: N derivado del fertilizante; RNT: Rendimiento de N total; RNF: Rendimiento

de N fertilizante; %EUF: Eficiencia de uso de N fertilizante.
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Fig. 13. Absorciéon de N fertilizante por grano del cultivo de maiz inoculado
con Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 1: "°N-

Maiz/Trichoderma).

VIIl. 3. Exp. 3: P-Maiz/Trichoderma

VIIl. 3.1. Variables biolégicas

En referencia al aprovechamiento de P en términos de produccion de raiz
(Fig. 14) por las plantas de maiz del exp. 3: P-Maiz/Trichoderma, el aislado
CM7 tuvo un efecto parasito, ya que disminuyd la produccion de raiz vs. el
control sin inocular. Es importante mencionar que los datos de esta variable
presentaron desviaciones estandar grandes, razon por la cual estadisticamente
no se observaron diferencias significativas para los factores dosis de
fertilizacion P y su interaccion con el factor aislado de Trichoderma spp. Sin
embargo, se observaron diferencias estadisticas significativas (p<0.05) para el
factor aislado de Trichoderma spp. En los tratamientos inoculados con el
aislado CM28 en niveles de fertilizaciéon P bajos, medios y altos se observaron
claras diferencias en términos de produccion de raiz, por otra parte, en cuanto

a el aislado CM35 se observo que en niveles de P bajo (0 y 140 mg P) presentd

LXXVIII



el crecimiento radicular mayor. Solo el aislado CM7 es el que presentd
crecimiento radical menor que el contraste. La produccion de raiz en los
tratamientos inoculados con los aislados CM12 y CM44 presentaron un

crecimiento similar al control, en algunos casos con una pequeia diferencia.
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Fig. 14. Produccion de raiz por el cultivo de maiz inoculado con Trichoderma

spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 3: P-Maiz/ Trichoderma).

En relacion a la produccion de paja de maiz (Fig. 15), no se observd
diferencia estadistica significativa (p<0.05) en cuanto al factor dosis de
fertilizacion P, asi como para la interaccién aislado de Trichoderma spp.-
fertilizacion P. Se incluyeron testigos absolutos, sin fertilizante P y sin
inoculacion de Trichoderma spp., para determinar el P que proviene del suelo y
del fertilizante P, cabe mencionar que este método es aproximado, en
comparacion con el método isotopico, pero a diferencia del isdtopo N, el
isotopo del P es radiactivo (*?P). Las diferencias estadisticas observadas fueron
minimas, sin embargo, los tratamientos inoculados con el aislado CM7 en bajas

dosis de P presentaron un comportamiento de una produccion de paja menor.
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Las diferencias que se presentaron con el control fueron minimas, sin embargo,
la produccion de paja en los tratamientos inoculados con los aislados CM28,
CM35 y CM44 fueron mayores vs. el control. En base a la informacién obtenida
se puede inferir que con la dosis de 40 mg P, la absorcion maxima de P que
puede ser aprovechada por la planta en asociacién con los diferentes aislados
de Trichoderma spp. en términos de produccion de paja, solo los tratamientos
inoculados con los aislados de Trichoderma spp. CM7 y CM12 son las que

presentaron valores mas proximos al control.
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Fig. 15. Produccién de paja por el cultivo de maiz inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 3: P-

Maiz/Trichoderma).

En relacién a la produccion de biomasa total, paja y raiz (Fig. 16), se pudo
observar que los tratamientos inoculados con los aislados de Trichoderma spp.
CM12, CM28, CM35 y CM44, presentaron una produccion de biomasa mayor
vs. el control, aunque este ultimo a dosis de fertilizacién P mayores (80 y 96 mg
P) acumulé una biomasa menor. Por otro lado, el tratamiento aislado CM28 +

80 mg P, presenté una acumulacion de biomasa mayor, aunque el aislado
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CM35 presento valores de biomasa similares con la dosis 40 mg P equivalente

al 50 % de la dosis P recomendada para maiz en la region.

100 Tl

TT T §r
80

60 |

Peso seco biomasa
(g/planta)
IS
o
=

20
0
CM 7 CM 12 CM 28 CM 35 CM 44 Ct.
Aislados
mOmgP m 40 mgP 0 80 mgP 096 mgP

* Biomasa total: paja y raiz.

Fig. 16. Produccion de biomasa por el cultivo de maiz inoculado con

Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 3: P-
Maiz/Trichoderma).

VIIl. 3.2. Variables fosforo (P)
En el cuadro 5 y fig. 17 se muestran los datos de P total y P fertilizante en
la paja de maiz. Los datos de estas variables no mostraron diferencia

estadistica significativa en relacion a la absorcion de P total en todos los

tratamientos.
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Cuadro 5. Rendimiento de P total y P fertilizante en paja de maiz del exp. 3: P-

Maiz/ Trichoderma.

Dosis P

Aislado (mg) RFT (mgP) RPF (mg) ERF (%)
N o 20.58 += 4.02 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00
b3 40 20.71 %= 3.08 14.80 = 3.08 37.01 %= 7.70
(§] 80 29.15 = 6.99 23.24 6.99 29.05 = 8.73
96 31.15 = 13.58 25.24 =+ 13.58 26.29 = 14.15
ﬁ o 25.40 = 5.67 0.00 =+ 0.00 0.00 =+ 0.00
S 40 29.74 + 1.83 23.83 = 1.83 59.57 + 4.58
(§] 80 18.58 + 11.24 12.67 = 11.24 15.84 =+ 14.05
96 17.82 = 1.95 11.91 = 1.95 12.40 = 2.03
g o 24.03 + 5.21 0.00 =+ 0.00 0.00 =+ 0.00
s 40 24.06 + 5.90 18.15 % 5.90 45.38 £+ 14.74
(6] 80 29.89 + 10.40 23.98 =+ 10.40 29.98 + 13.00
96 33.42 = 2.92 27.51 = 2.92 28.66 * 3.04
3 o 27.87 = 8.41 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00
E 40 20.43 = 3.19 14.52 = 3.19 36.29 + 7.99
(¥ 80 19.96 + 0.81 14.05 + 0.81 17.56 = 1.02
96 28.63 * 5.46 22.72 = 5.46 23.67 * 5.69
g o 31.57 = 7.90 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00
E 40 27.35 = 2.89 21.44 = 2.89 53.59 + 7.22
(¥ 80 29.26 + 4.99 23.35 + 4.99 29.19 + 6.23
96 25.76 = 8.13 19.85 + 8.13 20.68 + 8.46
: o 32.27 = 10.20 0.00 = 0.00 0.00 = 0.00
1@ 40 35.49 = 4.53 29.58 + 4.53 73.94 =+ 11.33
S 80 28.90 = 6.44 22.99 + 6.44 28.74 = 8.05
96 24.17 + 5.60 18.26 + 5.60 19.02 + 5.83
CV (%) 24.210 30.390 29.350
. F 1.430 1.789 3.061
Alslado (A) P>F 0.230 0.132 0.018
Dosis fertilizante F 0.151 0.045 148.865
B) P>F 0.928 0.987 0.000
F 1.689 1.904 4.047
AXB P>F 0.086 0.046 0.000
DMS (ps<0.05) A Ns Ns 5.974
B Ns Ns 4.878
AxB Ns 10.413 11.947
RFT: Rendimiento P total; RPF: Rendimiento P fertilizante; %ERF: Eficiencia de uso P
fertilizante.

En lo referente a la absorcion de P total podemos observar en la fig. 17 que
los tratamientos evaluados con los diferentes aislados de Trichoderma spp. con
las dosis P de 0 y 40 mg P fueron menores comparados con el control, y las
plantas de maiz inoculadas con el aislado CM12 fue las que presentaron una
absorcion de P total mayor, aunque en las dosis de fertilizacion P de 80 y 96
mg P sus indices de recuperacién fueron inferiores al control sin inocular. Se
observd un comportamiento de los aislados CM7 y CM28 de una absorcién de

P total mayor en altas dosis de fertilizacidon P vs. el tratamiento sin inocular.
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Fig. 17. Absorcion de P total por paja del cultivo de maiz inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 3: P-

Maiz/Trichoderma).

En la fig. 18 se muestran los valores de la cantidad de P fertilizante. En
términos generales, se observaron valores de P fertilizante en la paja de maiz
en los tratamientos inoculados con los aislados de Trichoderma spp. vs. los
controles sin inocular, a excepciéon de los tratamientos inoculados con los
aislados CM7 y CM28 con las dosis P de 80 y 96 mg P que corresponde a 100
y 120 % de la dosis P recomendada que presentaron una cantidad de P
fertilizante ligeramente mayor vs. el control. Los tratamientos inoculados con el
aislado CM44 presentaron los valores de P fertilizante mas estables, y con la
dosis P de 40 mg P presentaron una absorcion P fertilizante mayor vs. la dosis

de 80 mg P.
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Fig. 18. Absorcion de P fertilizante por paja del cultivo de maiz inoculado
con Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 3: P-

Maiz/Trichoderma).

La eficiencia de P fertilizante determinada por el método de la diferencia se
muestra en la fig. 19. Se observaron diferencias estadisticas significativas
(p=<0.05) para los tres factores de analisis (aislados de Trichoderma spp., dosis
de fertilizacion P e interaccion aislado-fertilizacion P). En términos generales, la
eficiencia de P fertilizante fue baja, aunque los tratamientos inoculados fueron
superiores al control sobresaliendo los tratamientos inoculados con los aislados
CM12 y CM44. Es decir, los tratamientos inoculados presentaron un mejor
aprovechamiento del P fertilizante, aunque fue interesante observar que el
control sin inocular con la dosis de 40 mg P presento el valor de eficiencia de P

fertilizante mayor, incluso con dosis de P mayores.
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Fig. 19. Eficiencia de absorcion de P fertilizante por el cultivo de maiz

inoculado con Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacién P (exp. 3:
P-Maiz/Trichoderma).
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VIII. 4. Exp. 2: >N-Ajo/ Trichoderma

VIIl. 4.1. Variables biolégicas

En el cuadro 6 y fig. 20 se muestran los valores de raiz, paja, y bulbo, asi
como la biomasa total de la planta de ajo del exp. 2: ">N-Ajo/ Trichoderma. Los
valores de estas variables mostraron diferencia estadistica significativa
(p<0.05) para los factores en estudio (aislado de Trichoderma spp., dosis de
fertilizacion P y la interaccion aislado-fertilizacion P).

Cuadro 6. Rendimiento de raiz, paja, bulbo y biomasa en el cultivo de ajo del exp. 2:
"*N-Ajo/ Trichoderma.

Aislado Dosis N Peso Seco Raiz Peso Seco Paja  (g) Peso Seco Bulbo Peso Seco Biomasa
(mg) (9) (9) Total (g)

0 419+ 0.38 4.36/x 0.19 10.55 | 2.17 24.77 1.31

E 120 7.88 | 1.72 4.03|+ 0.08 14.69 + 1.03 28.17 + 0.98

(3] 240 5.48 +| 0.98 513+ 0.52 1417+ 1.77 28.88 + 2.13

288 9.49 +| 0.93 563+ 1.29 4.23|+ 1.26 18.62 + 0.60

~ 0 493+ 0.63 2.66 + 0.49 8.35 + 0.91 20.17 + 2.28

= 120 9.40 +| 0.81 3.54 +| 0.64 19.96/+ 1.66 32.34) 2.49

5 240 537+ 1.73 4.39|+ 0.18 18.68 + 1.30 31.47 + 2.13

288 6.99 + 1.57 3.92 + 0.89 25.46 + 3.92 39.15 + 4.43

© 0 6.75 + 1.49 2,95+ 0.39 8.39/+ 1.02 18.10 * 2.75

%‘ 120 5.76/+ 0.50 311+ 0.71 8.16 = 0.81 17.04 * 1.39

o 240 9.1 +| 1.74 513+ 0.53 16.08 £+ 1.16 30.33| + 2.87

288 7.65+| 1.88 3.91+ 0.56 12.23/+ 0.82 23.79 + 1.98

® 0 2.66 + 0.88 276 + 0.16 8.23/+ 1.08 13.65 + 1.50

) 120 8.75+| 1.75 4.45/+ 0.41 14.65+ 0.96 27.86 + 0.69

5 240 6.02 + 0.50 5.60 + 0.57 14.70 £ 0.93 26.32 + 0.95

288 9.36 | 1.17 5.87 + 0.44 19.83/+ 0.56 35.06 + 1.93

0 10.11 + 1.04 4.17|+ 0.54 9.92 + 0.33 24.20 * 1.72

g 120 6.14 + 1.65 3.89+ 0.44 11.25+ 1.96 21.28 * 0.57

o 240 8.38 x| 0.93 6.79 + 0.46 13.68/+ 2.64 28.85 + 1.90

288 7.19/+ 2.04 3.32/+| 0.65 17.69 + 0.91 28.20 + 2.56

0 6.90 = 2.11 3.20 £ 0.79 9.07 = 1.29 19.17 | + 1.86

] 120 10.57 + 0.96 3.58 + 0.52 11.45/+ 1.00 25.60 * 1.82

18] 240 8.67 | 0.48 512 +| 0.31 16.04 £ 1.14 29.83 * 1.93

288 6.18 + 1.09 3.17+ 0.72 14.88/+| 2.35 24.24 + 1.36
CV (%) 18.15 13.76 11.70 7.86
) F 2.86 9.09 33.45 22.73
Aislado (A) P>F 0.02 0.00 0.00 0.00
) . F 9.61 40.82 69.61 75.66
Dosis fertilizante (B) 15 0.00 0.00 0.00 0.00
AN F 7.75 4.93 18.29 19.04
P>F 0.00 0.00 0.00 0.00
DMS (p<0.05) A 1.08 0.47 1.29 1.66
B 0.88 0.39 1.05 1.36
AxB 2.16 0.95 2.58 3.32

En la fig. 20 se muestran los valores de produccion de raiz de ajo. Se
puede observar que los tratamientos inoculados con los aislados CM7, CM12 y
CM35 con 240 mg N, la produccion de raiz fue baja en tanto que los
tratamientos con 120 mg N presentaron una produccién de raiz mayor. En

términos de esta variable, destaca el aislado CM44, ya que la produccion de
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raiz maxima se obtuvo cuando no se aplicdé N, siendo superior a los
tratamientos con dosis N mayores. Algunos tratamientos disminuyeron la
capacidad de crecimiento radical, ya que tuvieron un crecimiento de raiz inferior

al testigo absoluto por ejemplo el tratamiento aislado CM35+0 mg N.
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Fig. 20. Produccion de raiz por el cultivo de ajo inoculado con Trichoderma

spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 2: *N-Ajo/ Trichoderma).

En relacion a la produccion de paja de ajo (Fig. 21), en términos generales,
los aislados de Trichoderma spp. que ofrecen mas ventajas fueron CM7 y
CM44. Destacando los tratamientos con los aislados CM44, CM35, CM7 y
CM28 + 240 mg N (100 % de la dosis N recomendada para ajo en la region).
Contrario a lo observado en el cultivo de maiz, los tratamientos inoculados con
CM7 y CM44 pero no fertilizados presentaron una producciéon de paja mayor

vs. control sin inocular.
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Fig. 21. Produccion de paja por el cultivo de ajo inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 2: N-

Ajo/Trichoderma).

En la fig. 22 se puede observar como la tendencia en los tratamientos
inoculados a aumentar la produccién de bulbo al incrementar la dosis de
fertilizacion N, excepto para la dosis de 288 mg N, donde se aprecia un
descenso en la produccion de bulbo. Asimismo, se pudo observar que todos los
tratamientos inoculados exceptuando el tratamiento inoculado con el aislado
CM44 incrementaron la produccién de bulbo en aproximadamente 50 % y en
algunos casos en 100 % (CM12 y CM35 con la dosis de 288 mg N) vs. el
tratamiento testigo (no inoculado y no fertilizado). Por otro lado, a dosis de
fertilizacion N menores se observo que los aislados CM12 y CM35 presentaron
ganancia de bulbo mayor, destacando el tratamiento con el aislado CM12 con
mayor produccion de bulbo, caso contrario con el aislado CM28 que presenté la
produccion de bulbo menor, aun en las dosis de fertilizacion de 120 y 240 mg

N, con valores muy similares al testigo absoluto.
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Fig. 22. Produccion de bulbo por el cultivo de ajo inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 2: "°N-

Ajo/ Trichoderma).

Los datos de biomasa total del cultivo de ajo se presentan en la fig. 23, es
importante remarcar que a diferencia del cultivo de maiz encontramos que en el
caso de biomasa se present6 una relacién entre produccién de biomasa mayor
y produccién de bulbo mayor. En el caso del tratamiento inoculado con el
aislado CM12 y fertilizado con 120 mg N, presentd valores de biomasa
similares al tratamiento fertilizado con 240 mg N, similar comportamiento el
aislado CM35. Cabe destacar que utilizando el aislado de Trichoderma spp.
con una dosis de fertilizante de 120 mg N (50 % de la dosis N para ajo en la
region), se obtienen ganancias en peso de biomasa iguales estadisticamente al

tratamiento fertilizado con el 240 mg N.
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CmM7 CM12 CM28 CM35 CM44 Cts
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Fig. 23. Produccién de biomasa por el cultivo de ajo inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 2: "™N-

Ajo/ Trichoderma).

En la fig. 24, se muestran los datos de colonizacion de las raices de ajo por
Trichoderma spp. En los diferentes tratamientos el aislado CM12 mostré una
alta colonizacion sobre todo en la dosis de 120 mg N, en tanto que en la dosis
de 240 mg. N., su colonizacion fue la menor en comparacion a todos los otros
tratamientos. Un caso similar se presenté con el aislado CM35 pero en la dosis
de 120 mg N quizas esto se reflejo en el crecimiento y no tanto porque el
aislado no tenga la capacidad de asociarse con la raiz de ajo para promover el
crecimiento, ya que en la produccion de biomasa total se observd que el
aislado CM35 generd una alta produccidn. El testigo absoluto mostré baja

colonizacion.

XC



100

i .80
Q
:g 60 m0mgN
8 m120mg N
o
g 0240 mg N
[«
S 0288 mg N
W Tes
0,

cM7 CM12 CM28 CM35 CM44 Cts

Aislados

Fig. 24. Colonizacion de raiz del cultivo de ajo inoculado con Trichoderma

spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 2: °*N-ajo/ Trichoderma).

VIIl. 4.2. Variables nitrogeno (Nt) e isotopicas

En el cuadro 7 y fig. 25 se muestran los datos de N total y N fertilizante por
la planta ajo. Las variables N total, N fertilizante y la eficiencia del uso del N
fertilizante no presentaron diferencias estadisticas significativas para la

interaccion aislado de Trichoderma spp.-fertilizacion N.
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Cuadro 7. Rendimiento de N total y N fertilizante en paja en el cultivo de ajo del exp. 2:

"*N-Ajo/ Trichoderma.

Aislado D‘():q';)N % NddF Paja RNT Paja RNF Paja %EUF Paja

0 000 000 2034 477 0.00 £ 0.00 000 000

S 120 24.37 + 4.51 30.80 = 7.79 7.67 + 3.25 6.39 + 2.71

0 240 32.73/+ 295 4574 + 12.12 15.21 + 5.33 6.34 + 222

288 41.00 = 4.80 60.55 + 17.12 25.33+ 9.46 879+ 3.29

~ 0 000+ 0.00 18.89 = 5.06 0.00 = 0.00 0.00 + 0.00

S 120 20.73 + 2.46 23.97 + 1.93 4.99 + 0.90 415+ 0.75

5 240 33.63+ 0.85 38.70 + 11.85 13.04 + 4.19 5.44 £ 1.75

288 35.47 + 1.85 37.25 + 17.19 13.42 + 6.96 466 + 2.42

© 0 000+ 0.00 22.07 + 4.62 0.00 +| 0.00 0.00 + 0.00

S 120 2540 + 4.40 20.61+ 5.22 5.08 + 0.39 424 + 0.32

o 240 29.83+ 0.35 57.31 % 16.37 17.10 + 4.89 7.13/ £ 2.04

288 49.03+ 1.69 61.25 + 14.20 20.89+ 6.02  10.38 = 2.09

o 0 0.00+ 0.00 15.65 + 3.27 0.00 =/ 0.00 0.00 = 0.00

2 120 27.47 + 8.20 33.08 + 10.32 8.57 + 0.63 7.4 £ 0.53

5 240 39.40 =+ 4.70 42.96 + 5.93 16.75 + 0.57 6.98 + 0.24

288 36.20 + 2.93 63.90 + 15.64 23.36 + 6.96 811 = 242

< 0 000+ 0.00 18.60 + 0.78 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00

3 120 20.90 + 0.40 25.32 + 4.32 528 + 0.82 4.40 £ 0.68

5 240 38.30 + 0.00 41.94 + 4.31 16.06 + 1.65 6.69 + 0.69

288 52.77 = 3.44 46.32 + 5.94 24.31 % 1.67 844 + 0.58

0 0.00+ 0.00 26.32+ 4.88 0.00 + 0.00 0.00 = 0.00

g 120 17.63+ 1.05 25.40 + 4.07 4.50 + 0.92 3.75+ 0.76

0 240 36.43 = 8.05 4465+ 2.96 16.40 + 4.46 6.84 + 1.86

288 43.77/+ 8.28 40.43+ 4.13 17.90 + 5.19 6.22/+ 1.80
CV (%) 14.680 25.240 35.040 31.550
) F 3.045 2.919 2.930 3.305
Aislado (A) P>F 0.018 0.022 0.022 0.012
. . F 462.590 43.429 119.476 90.219
Dosis fertilizante (B) P>F 0.000 0.000 0.000 0.000
B F 4.399 1.615 1.634 1.661
P>F 0.000 0.105 0.100 0.093
DMS (p<0.05) A 3.042 7.498 3.178 1.254
B 2.483 6.122 2.595 1.024

AxB 6.083 Ns Ns Ns

%NddF: N derivado de fertilizante; RNT: Rendimiento de N total; RNF: Rendimiento de

N fertilizante; %EUF: Eficiencia de uso de N fertilizante.

En la fig. 25 vemos como los tratamientos inoculados con los aislados CM7
y CM28 presentaron la cantidad de N mayor con las dosis de fertilizacion de
240 y 288 mg N. A dosis de N bajas se obtuvieron buenos resultados, los
tratamientos inoculados con los aislados CM7 y CM35 obtuvieron mas N con la

dosis de 120 mg N.
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Rendimiento N (mg/planta)

cM7 CM12  CM28  CM35  CM44 Cts
Aislados
‘ B0 mgN B 120 mg N 0240 mg N 7288 mg N W Tes

Fig. 25. Absorcion de N total por paja del cultivo de ajo inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacién N (exp. 2: "°N-

Ajo/ Trichoderma).

Para el caso de N fertilizante tenemos un comportamiento similar en todos
los tratamientos (Fig. 26). El aprovechamiento de N aument6é conforme se
aumenta la dosis de fertilizante N. Con la dosis de 120 mg N todos los
tratamientos inoculados con los diferentes aislados incluyendo el contraste
presentaron un comportamiento similar en términos de N fertilizante. En todos
los tratamientos inoculados, la absorcion de N fertilizante mayor se observo con
la dosis de 288 mg N. El tratamiento inoculado con el aislado CM28 duplico la

absorcion de N fertilizante vs. 120 mg N y el control sin inocular.
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Fig. 26. Absorcion de N fertilizante por paja del cultivo de ajo inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 2: '°N-

Ajo/Trichoderma).

Por otro lado, en términos de la eficiencia de uso de N fertilizante, los
tratamientos inoculados con los aislados CM7 y CM35 son las que mayor
cantidad de nitrégeno tuvieron en la dosis mas baja (120 mg N), el contraste
fue el que menor asimilacion del fertilizante tuvo en esta misma concentracion
(Fig. 27). El aislado CM12 presenta similaridad en todos sus tratamientos lo
cual nos indica que por mucho fertilizante que le aplicaramos no aumentaria
mucho su asimilacion. Siendo esta maxima a dosis de 240 mg N., (100% de la
dosis recomendada), pero no muy grande comparandola con la

correspondiente al 50 y al 120 % de la dosis recomendada.
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Fig. 27. Eficiencia de N fertilizante por paja del cultivo de ajo inoculado con

Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 2: 'N-
Ajo/Trichoderma).

Con referencia al bulbo, podemos encontrar que en todos los tratamientos
si se encontraron diferencias significativas tanto a nivel de aislado, dosis de

fertilizante como la interaccion aislado- dosis, los datos se concentran en el

cuadro 8.
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Cuadro 8. Rendimiento de N total y N fertilizante en bulbo del cultivo de ajo del exp. 2:

"*N-Ajo/ Trichoderma.

Dosis N

Aislado " % NddF Bulbo RNT Bulbo RNF Bulbo %EUF Bulbo
~ 0 0.00 = 0.00 1703.40 £ 47.79 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
s 120| 26.93 /% 3.81 204.95 + 4.58 5527 + 8.50 46.06|+ 7.09
0 240 34.70 + 6.00 193.80 + 13.32 66.95 + 9.63 27.90 + 4.01
288  40.80 + 5.80 46.38|+| 13.43 18.46|+| 2.91 6.41|x 1.01
N o 0.00|x 0.00 93.98 + 3.94 0.00 = 0.00 0.00/+ 0.00
s 120/ 26.83 =+ 1.65 275.79 + 4.65 73.96 + 3.35 61.63 + 2.79
0 240 34.13 = 0.95 225.46 + 23.74 76.89 = 7.39 32.04 + 3.08
288  37.90 + 2.76 421.11 = 24.01| 159.33 = 9.76 55.32 + 3.39
Q o 0.00|+ 0.00 131.68 + 7.45 0.00 + 0.00 0.00/+ 0.00
s 120/ 13.23 % 0.91 105.98 + 22.93 13.94|x| 2.66 11.62/x 222
0 240  36.40 + 6.73 250.98 + 41.87 92.78 + 31.63 38.66 + 13.18
288  48.40 + 1.73 306.22 + 39.86 147.79 + 14.23 51.32 + 4.94
9 o 0.00|x 0.00 104.16 + 8.39 0.00 = 0.00 0.00/+ 0.00
s 120/ 22.50 = 3.70 262.48 + 22.94 58.97 + 9.91 49.14|x 8.26
0 240 32.50 + 10.19 273.91 + 25.66 87.85 + 22.77 36.60 + 9.49
288 37.13 + 1.07 356.10 + 2259 132.18 + 7.78 4589+ 2.70
3 o 0.00|+ 0.00 166.13/+ 10.85 0.00 + 0.00 0.00/+ 0.00
s 120/ 31.20 % 11.97 167.84 + 11.38 51.58 + 17.85 21.49 + 7.44
0 240 52.23 + 1.45 365.93 + 28.70 191.38 + 20.06 66.45 + 6.97
288 0.00|+ 0.00 154.79 + 20.51 0.00 = 0.00 0.00/+ 0.00
. o] 16.83 = 2.36 122.85 + 13.93 20.48 = 1.01 17.06 = 0.84
] 120/ 36.90 = 6.60 491.80 + 42.19] 179.67 + 17.85 74.86 = 7.44
0 240 38.20 + 1.97 196.71 + 16.97 75.37 + 10.28 26.17 + 3.57
288 0.00|+ 0.00 46.95|+| 11.31 0.00 + 0.00 0.00/+ 0.00
CV (%) 18.500 11.200 18.650 18.340
Aislado|F 1.516 40.066 18.580 14.791
(A) P>F 0.202 0.000 0.000 0.000
Posis |F 294.826 164.699 358.271 241.220
®) P>F 0.000 0.000 0.000 0.000
AXB F 3.233 53.250 39.560 37.436
P>F 0.001 0.000 0.000 0.000
ovs A Ns 19.819 9.838 4.398
(p<0.05) B 3.064 16.182 8.033 3.591
AxB 7.504 39.638 19.676 8.795

%NddF. N derivado de fertilizante; RNT: Rendimiento de N total; RNF: Rendimiento de

N fertilizante; %EUF: Eficiencia de uso de N fertilizante.

Con referencia a la absorcion de nitrégeno en el bulbo de ajo, se aprecia
fig. 28. como los aislados CM44 y CM7 son las que presentan menor cantidad
de nitrégeno en la planta; el contraste presenta un crecimiento que podriamos
pensar que quiza hubo un error en la medicidon de este parametro ya que es un
crecimiento que no corresponde con los valores posteriores ni los inferiores de
fertilizacion. Al tener los valores consecutivos de fertilizacion hay cierta
tendencia a que el valor anterior o posterior no difiere mucho del anterior,
veamos por ejemplo el caso del aislado CM28 en las dosis de 0 y 120 mg. N.,
la cantidad de nitrégeno contenida en el tratamiento de 240 mg. N., es similar al

de 288 mg. N. Ahora bien comparando los tratamientos de los aislados que

XCVI



mejor se comportaron son los aislados CM12 y CM35, con un nivel aceptable
en dosis de 120 mg. N., aunque cabe mencionar que la dosis de 120 mg. N., es
la que da mejores resultados en los aislados CM12, CM28, CM35 y CM44,

siendo El aislado CM12 el que mas nitrégeno absorbio.

600.0

400.0

Rendimiento N bulbo (mg/planta)

0.0
CM7 CM12 CM28 CM35 CM44 Cts
Aislados
‘ OO0mgN m120mgN 0240 mgN 0288 mgN W Tes

Fig. 28. Absorcion de N total por el bulbo de ajo inoculado con Trichoderma

spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 2: °*N-Ajo/ Trichoderma).

El comportamiento del nitrégeno proveniente del fertilizante en el bulbo de
ajo se resume en la fig. 29 que a diferencia del maiz aqui la cantidad de
nitrdgeno aumenta conforme se incrementa la aplicacion de nitrogeno. La dosis
de nitrogeno 288 mg. N., en la mayoria de los tratamientos fue donde la planta
obtuvo la mejor absorcion de nitrégeno proveniente del fertilizante. En el caso
del aislado CM28 es el que obtuvo menor cantidad nitrdgeno en la planta que
es lo que no buscariamos ya que necesitariamos que las plantas absorbieran

mas nitrégeno del fertilizante en esta dosis de nitrogeno.
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Rendimiento de N fertilizante
(mg/planta)

cm7 CM 12 CM 28 CcMm 35 CM 44 Cts
Aislados
\ m120mgN 0240 mg N 0288 mgN

Fig. 29. Absorcion de N fertilizante por bulbo del cultivo de ajo inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 2: "™N-

Ajo/ Trichoderma).

En referencia a que aislado es el que mejor se asocia a la planta de ajo
para mejorar sus condiciones de absorcion de fertilizantes nitrogenados.
Vemos en la fig. 30 que los valores con un caracter mas ligado a la realidad.
Que aislado hace que absorba mejor el fertilizante tomando en cuenta la dosis
aplicada. Vemos como los aislados CM12 y CM35 son los que mejor se
asocian, ya que la dosis de 120 mg. N. son los que mayor absorcion presentan
en dosis menores al 100 %, el aislado CM44 supera la absorciéon pero con una

dosis muy mayor de nitrdgeno (288 mg. N.).
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Fig. 30. Eficiencia de N fertilizante por paja del cultivo de ajo inoculado con

Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion N (exp. 2: °N-
Ajo/ Trichoderma).
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VIIl. 5. Exp. 4: P-Ajo/Trichoderma

VIIl. 5.1. Variables biolégicas.

En el rendimiento de las plantas de ajo se vio cierta influencia positiva en
las asociaciones de el hongo con la planta se muestran los valores en el cuadro
9. En este se concentran los datos de crecimiento de ajo; en el experimento de
fésforo puede verse como en el caso de raiz no se encuentran diferencias

significativas en el factor de dosis de fertilizacion.

Cuadro 9. Rendimiento de Raiz, paja, bulbo y biomasa total del exp. 4: P-

ajo/ Trichoderma.
. Dosis P  Peso Seco Raiz  Peso Seco Paja Peso seco Bulbo Peso Seco Biomasa
Aislado
(mg) (9) (9) Q) Total (9)
T~ 0 9.86| x| 1.71 7.12|x| 0.24 14.50 + 0.84 31.48 = 2.20
s 40 9.45/+ | 0.53 3.46|+| 0.81 10.46 + 0.94 23.38 + 0.71
(3] 80 9.58/+ 0.88 3.82|x| 1.01 20.31 + 1.53 33.71 |+ 2.23
26 8.76/x 0.94 2.54/+ 0.50 14.41 = 2.14 25.71 = 3.56
N o 9.16/x 1.81 3.76/+| 0.71 11.97 = 2.65 24.89 + 4.79
5 40 8.84/+ 0.45 4.83/+ 0.70 13.72 + 2.43 27.39 + 3.22
) 80 8.40/x 1.54 3.91|x| 0.29 15.82 + 1.43 28.13 = 2.63
26 9.77/x 0.99 3.27|x| 1.19 8.01|% 1.84 21.05 + 0.33
g o 9.18/+ | 2.32 5.74|+| 0.60 16.43 + 1.86 31.36 = 4.55
s 40 8.69/x 0.91 492+ 0.55 9.13|% 0.66 22.74 = 0.62
0 80 8.68/+x 1.62 6.03 = 0.61 13.63 = 2.37 28.35 3.58
96 10.23 + 1.02 419+ 0.34 5.77|% 1.23 20.19 = 0.52
3 o 7.62 x| 1.25 3.06/+| 0.21 6.91 |+ 1.19 17.59 + 1.15
s 40 8.74/x 1.65 3.38/x| 1.26 15.13 = 2.33 27.25 = 1.04
) 80 10.71+ 0.43 4.97 = 0.59 14.59 + 3.62 30.28 + 2.82
96 525 +| 0.38 3.60|+| 0.60 7.95|+ 0.61 16.80 + 0.10
g o 3.95 | 0.70 3.45|+| 0.42 11.47 |+ 0.96 18.87 + 1.51
s 40 5.87 | 0.96 3.08|/x| 0.34 14.49 + 2.62 23.45 + 1.69
) 80 6.62/+ 1.06 275+ 0.22 20.51 = 2.05 29.87 + 3.18
96 6.25/+ 0.93 3.32|x| 0.22 13.88 + 1.52 23.45|+ 1.88
, o 9.36/x 1.50 3.77|x| 0.43 15.33 = 0.91 28.46 = 1.77
@ 40 4.63 x 1.20 3.45|+x| 0.26 14.39 + 2.05 22.47 + 0.82
o 80 469 + 0.74 271/ 0.23 11.99 = 1.22 19.39 + 1.73
96 7.61 x| 0.66 2.84/+ 0.44 12.92 |+ 1.69 23.37 |+ 2.35
CV (%) 14.92 15.51 14.12 9.63
) F 20.173 19.147 10.817 8.733
Aislado (A) P>F 0.000 0.000 0.000 0.000
. . F 0.579 11.877 28.543 22.589
Dosis fertilizante (B) 5_¢ 0.636 0.000 0.000 0.000
AXB F 5.396 7.676 9.319 10.038
P>F 0.000 0.000 0.000 0.000
DMS (p<0.05) A 0.980 0.500 1.517 1.978
B Ns 0.407 1.239 1.615
AxB 1.961 0.998 3.034 3.955

Comparando el crecimiento de biomasa de raiz en la fig. 31 se puede
observar el aumento de biomasa, vemos como los tratamientos pertenecientes
al contraste y los del aislado CM44 son los que peor se comportaron. Los
demas tratamientos tuvieron un comportamiento similar en todas sus dosis de

nitrégeno lo cual nos indicaria que si hay una influencia que no esta muy
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influida con mas fertilizacion y que de seguirle agregando fertilizante

esperariamos los mismos resultados.
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Fig. 31. Produccion de raiz por el cultivo de ajo inoculado con Trichoderma

spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 4: P-ajo/ Trichoderma).

Se estudiaron todas las variables en el desarrollo de las plantas, aunque
también diversos tratamientos destacamos que aqui se utiliz6 un testigo
absoluto al cual no se le agregd nada de fertilizante ni Trichoderma. fig. 32 se
observa como este testigo crece por debajo de todos nuestros tratamientos
incluso por las de cero fertilizante aunque inoculada con la el hongo
Trichoderma. Los tratamientos con los aislados rebasan al contraste a
excepcion de los aislados CM44 y CM7, vemos como el aislado CM28 tiene el
mejor comportamiento, ya que no hay mucha variacién en las dosis de fosforo
0, 40 y 80 mg P. no asi para el caso de la dosis de 96mg P. donde si se aprecia

un descenso en la formacion de biomasa.
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Fig. 32. Produccién de paja por el cultivo de ajo inoculado con Trichoderma

spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 4: P-ajo/ Trichoderma).

En la planta de ajo el bulbo es el producto comercial y de importancia para
el agricultor, en esta parte de la planta él se da cuenta si en realidad un método
de mejoramiento le sirve o no. En la fig. 33 presentamos el aumento de
biomasa del bulbo, sus comportamientos no se pueden ver como estandares
como en el caso de maiz que los aislados se comportaban de una manera
similar, sino que aqui se presentan muchas diferencias por ejemplo el aisaldo
CM28 presentd mucho mas aumento en el tratamiento en el cual no se le aplicé
nitrdgeno que en aquellos en los que se les aplicd. Ahora bien el aislado CM35
obtuvo buenos resultados cuando se fertilizé con 40 mg. P., siendo esto
importante ya que es la aplicacidn menor de fertilizante que aplicamos. Los
aislados CM7 y CM44, en dosis de 80 mg P. es donde se encontr6 mayor

crecimiento.
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Fig. 33. Produccién de bulbo por el cultivo de ajo inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 4: P-

ajo/ Trichoderma).

En un panorama general los aislados CM7 y CM28 son los que mejor se
comportan, ya que a dosis bajas de fosforo tienden a comportarse de una
mejor manera, para que la planta pueda adaptarse a este estrés de falta de
este nutriente. Esto se puede ver en la fig. 32 en donde no se aplicd fésforo
tiene mayor crecimiento el aislado CM12 es importante también observar este
comportamiento, ya que aunque se aumente la cantidad de fésforo la planta ya
no crece mas en tanto que a dosis de 96 mg P si hay un descenso en
crecimiento. Lo que sugiere que a esta dosis la asociacion se torna parasita o

inhibidora o que el mismo elemento se estaria volviendo toxico por el exceso.
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Fig. 34. Produccion de biomasa total por el cultivo de ajo inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 4: P-

ajo/ Trichoderma).
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VIII. 5.1. Variables fosforo.

Dentro de nuestro estudio de las interacciones Trichoderma y sus

asociaciones con ajo pudimos determinar varios factores que nos permiten

medir la eficacia de la absorcion de fosforo (exp. 4 fésforo en ajo) los cuales

pueden verse en el cuadro 10., el cual muestra los analisis estadisticos.

Cuadro 10. Rendimiento de P total y P fertilizante en paja de ajo del exp. 4: P-

ajo/ Trichoderma.
. Dosis N : RPF Paja . o,
Aislado (mg) RFT Paja mgP) (mg) ERF Paja (% )
N ) 2.80 = 0.57 0.00 %= 0.00 0.00| = 0.00
2 40 1.74 = 0.25 1.70 = 0.25 425 + 0.61
0 80 2.08 = 0.21 2.04 = 0.21 255 =| 0.26
o6 1.53 = 0.46 1.49 = 0.46 1.55 +| o0.48
- o 2.38 = 0.55 0.00 =+ 0.00 0.00| + 0.00
S 40 2.79 + 0.61 2.75 = 0.61 6.88 =+ 1.53
0 80 2.70 = 0.91 2.66 = 0.91 3.33 = 1.13
o6 1.56 + 0.65 1.52 + 0.65 1.59 =| o0.68
N o 3.50 = 0.71 0.00 = 0.00 0.00| = 0.00
s 40 2.78 + 0.60 2.74 0.60 6.85 =+ 1.50
0 80 2.32 + 0.23 2.28 + 0.23 2.84 +| 0.28
o6 1.86 + 0.15 1.81 = 0.15 1.89/+| 0.15
® o 1.35 = 0.40 0.00 = 0.00 0.00| =+ 0.00
S 40 1.17 = 0.81 1.13 = 0.81 282 x 202
0 80 2.36 = 0.96 2.32 = 0.96 2.90 = 1.21
o6 1.60 =+ 0.58 1.56 + 0.58 1.63|+| 0.60
< o 1.49 = 0.32 0.00 =+ 0.00 0.00| + 0.00
S 40 1.27 =+ 0.41 1.23 = 0.41 3.07 | + 1.02
0 80 1.02 = 0.30 0.98 = 0.30 1.22 =| 0.37
o6 1.26 = 0.77 1.22 + 0.77 1.27 | o0.81
F o 1.57 = 0.52 0.00 = 0.00 0.00| = 0.00
- 40 1.53 = 0.48 1.49 = 0.48 3.71 = 1.19
0 80 1.04 + 0.57 1.00 =+ 0.57 1.25/ +| 0.72
96 1.62 + 0.46 1.58 + 0.46 1.65 +| 0.47
CV (%) 29.740 30.210 33.400
) F 10.967 6.182 7.191
Aislado (A) P>F 0.000 0.000 0.000
Dosis fertilizante F 3.545 57.754 92.854
:B) P>F 0.021 0.000 0.000
F 2.141 2.354 3.510
~xe P>F 0.023 0.013 0.001
DMS (ps 0.05) A 0.461 0.408 0.691
B 0.377 0.333 0.565
AxB 0.923 0.815 1.383

RPT: Rendimiento P total; RPF: Rendimiento P fertilizante;

fertilizante.

%EPF: Eficiencia de P

El comportamiento del fosforo total en las muestras de paja de ajo fig 35,

indicarian como los tratamientos con los aislados CM12 y CM28 son los que

presentan mayor cantidad de fésforo en niveles de 0 y 40 mg. P., el contraste

tiene una menor cantidad de fésforo que la mayoria de los tratamientos a

excepcion del aislado CM44 y en algunas dosis del aislado CM35.
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Fig. 35. Absorcién de P total por el paja del cultivo de ajo inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 4: P-

Maiz/Trichoderma).

Restando el foésforo que proviene del suelo y que obtuvimos como
resultado de evaluar el fésforo contenido en una planta la cual no se fertilizo ni
tampoco inoculo con Trichoderma, podemos obtener de una manera indirecta
el fertilizante que proviene del fertilizante (fig. 36)., podemos observar como los
tratamientos con los aislados CM12 y CM28 son los que presentan mayor
cantidad de fésforo en la planta, sobre todo para la dosis de 40 mg. P. El
aislado CM35 es bueno solo cuando se aplican dosis de 80 mg. P., ya que
supera por casi el 100% de la cantidad de fosforo presente en la misma dosis
del contraste. El aislado CM44 no presenta ninguna ventaja, ademas de
funcionar como un parasito de las plantas, ya que tiene menor cantidad de

fésforo que las plantas contraste.
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Fig. 36. Absorcion de P fertilizante por paja del cultivo de ajo inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 4: P-

ajo/Trichoderma).

En la mayoria de los tratamientos incluyendo el contraste la dosis de 40
mg. P. es donde se presenta la mayor eficiencia de recuperacion de fosforo fig.
37, en los tratamientos con los aislados CM12 y CM28 la recuperacion es del
7% en tanto que en el contraste a esta misma dosis es menor que el 4% lo que
nos indica que la aplicacidn de estos dos aislados influyen positivamente en la
toma de fosforo por la planta. Los aislados CM35 y CM44, no ofrecen muchas
ventajas en comparacion con el contraste incluso en algunos casos hay menor

cantidad de fésforo en la planta.
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Fig. 37. Eficiencia de absorcion de P fertilizante por paja en cultivo de ajo

inoculado con Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 4:
P-ajo/ Trichoderma).

En este trabajo se ha ido agrupando los diferentes datos que se fueron
generando durante el desarrollo de experimento, los datos referentes a fésforo
en bulbo se agrupan en el cuadro 11, incluyendo el analisis estadistico. En la
recuperacion de fertilizante las ultimas dos columnas se encuentran diferencias
significativas solo en la dosis de fertilizacion no asi en lo referente a la

inoculacioén con la cepa o en la interaccidon cepa dosis de fertilizante.

CvIll



Cuadro 11. Rendimiento de P total y P fertilizante en bulbo de ajo del exp. 4: P-

ajo/ Trichoderma.
Aislado Dosis N RFT Bulbo P Fer Bulbo ERF Bulbo (% )
(mg) (mgP) (mg)
~ o 233 + | 0.25 0.00 + | 0.00 0.00 =+ 0.00
s 40 1.50 = | 0.62 1.46 =  0.62 3.65 + 1.55
0 80 1.91 + | 0.72 1.87 = 0.72 2.34 0.90
26 1.19 = | 0.60 1.15 + 0.60 1.20 =+ 0.62
N o 1.59 + | 0.19 0.00 + | 0.00 0.00 =+ 0.00
s 40 214 + | 0.17 2.10 + 0.17 524 + 0.42
0 80 1.47 = | 0.13 1.43 +  0.13 1.79 = 0.16
96 1.16 = | 0.65 1.12/+ 0.65 117 = 0.67
g (4] 2.71 % 1.14 0.00 + 0.00 0.00| = 0.00
s 40 1.86 + | 0.33 1.82/+ 0.33 4.56 + 0.82
0 80 2.08 + | 0.34 2.04 + 0.34 2.55 0.43
96 2.08 + | 0.61 2.04 +  0.61 213 =+ 0.64
b o 1.54 = | 0.20 0.00 + 0.00 0.00 =+ 0.00
s 40 1.63 + | 0.93 1.58 + 0.93 3.96 + 2.33
0 80 2.39 + | 0.87 2.35+  0.87 2.94 =+ 1.08
96 1.77 = | 0.49 1.73 =+ 0.49 1.81 = 0.51
3 o 1.56 + | 0.34 0.00 + 0.00 0.00 =+ 0.00
s 40 1.47|+ | 0.52 1.43 = 0.52 3.58 + 1.30
0 80 1.43 + | 0.18 1.39/+  0.18 1.74 = 0.23
26 1.75 = | 0.69 1.71 = 0.69 1.78 = 0.71
. o 259+ | 0.17 0.00 + | 0.00 0.00 =+ 0.00
8 40 195+ 0.46 1.91 = | 0.46 477« 1.1e
Y 80 1.92 + | 0.41 1.88 = 0.41 2.35 =+ 0.52
96 1.92 =+ | 0.19 1.88/+ 0.19 1.96 =+ 0.20
CV (%) 29.400 30.760 32.010
. F 2.818 1.467 0.958
Aislado (A) P>F 0.026 0.218 0.546
. . F 1.844 59.875 83.458
Dosis fertilizante (B) PoF 0.151 0.000 0.000
F 1.320 1.084 0.883
AXB P>F 0.227 0.396 0.587
DMS (ps<0.05) A 0.446 Ns Ns
B Ns 0.318 0.553
AxB Ns Ns Ns

RFT retencion fosforo toral; P Fer fésforo derivado del fertilizante; ERF eficiencia de

reutilizacion de fertilizante.

En cuanto a la cantidad de fosforo total en la parte comercial de la planta

de ajo que es el bulbo encontramos que el aislado CM28 influye de una manera

muy positiva en el aprovechamiento de este macronutriente fig. 38, sobre todo

cuando no se le aplica fertilizante. El aislado CM12 aumenta el contenido de

nitrogeno total en la dosis de 40 mg. P., en este caso los aislados CM28 y

CM35 en dosis de 80 mg. P., fueron mayores que el contraste en esta misma

dosis.
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Fig. 38. Absorcion de P total por bulbo del cultivo de ajo inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 4: P-

ajo/ Trichoderma).

El comportamiento del fésforo proveniente del fertilizante se representa en
la fig. 39 en la cual se muestra al aislado CM12 en la dosis de menor
fertilizacion es el tratamiento que mas fésforo capturo en esta dosis en tanto
que la dosis de 80 mg. P., El aislado CM35 fue la que mas fésforo obtuvo del
fertilizante. Los aislados CM7 y CM44 fueron las que menor cantidad de fésforo

asimilaron.
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Fig. 39. Absorcion de P fertilizante por bulbo del cultivo de ajo inoculado con
Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 4: P-

ajo/Trichoderma).

La eficiencia de absorcion de foésforo la cual no nos representa mucha
diferencia en referencia al contraste fig 40, se destacan los aislados CM12 y
CM28 que son los que mas asemejan su comportamiento con el contraste. El
aislado CM12 es la que tiene una ventaja en comparacion con el contraste a la
dosis de 40 mg. P., Los tratamientos de 80 y 96 mg. P. tienen menores

porcentajes de recuperacion de fosforo en todos los tratamientos incluyendo el

contraste.
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Fig. 40. Eficiencia de absorcion de P fertilizante por bulbo en cultivo de ajo
inoculado con Trichoderma spp. a diferentes dosis de fertilizacion P (exp. 4:
P-ajo/ Trichoderma).
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IX. DISCUSION

El uso de biofertilizantes como una tecnologia comun en la agricultura
surge del analisis de los trabajos de investigacion sobre la rizosfera y las
interacciones suelo-microorganismo-nutrimentos presentes en los sistemas
agricolas, a partir de 60’s se intensifico el uso de este tipo de fertilizantes,
aunque en la década de los 30's ya comenzaban a presentarse los primeros
avances en el uso de esta tecnologia. En 1972 cuando se funda la International
Federation of Organic Agriculture Movements (IFOAM por sus sigla en ingles)
se estableci6 como meta que la agricultura organica debia aumentar la
fertilidad de los suelos; aunque hasta la década de los 90°s los biofertilizantes
se convirtieron en punto comun de las investigaciones.

Dentro de la amplia variedad de las capacidades metabdlicas de los
microorganismos, la promocion del crecimiento de las plantas a través de
inoculantes  bacterianos ha sido ampliamente estudiada, dichos
microorganismos se han agrupado e identificado como rizobacterias
promotoras del crecimiento de las plantas —-PGPR por sus siglas en ingles-
(Hernandez et al.,2001; Bonaterra et al., 2003). Dentro de este grupo destacan
por su importancia para fijar nitrdgeno en simbiosis asociativa el género
Azospirillum que segun (Bastelaere, 1996) se aislaron originalmente de suelos
de Netherland por Beijerick en 1925 otro ejemplo es el género Pseudomonas
(grupo fluorescente) ampliamente estudiado por su capacidad de promotor del
crecimiento vegetal y antagonista de enfermedades (Hernandez et al., 1997;
Jiménez et al., 2001). Asimismo, otro ejemplo es el género Azotobacter con

capacidad de fijacion biologica de N2 (Hasnain et al., 1993).
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En los ejemplos anteriores y otros generos de bacterias se han
descubierto ariados mecanismos de accioén para llevar a cabo el incremento en
la produccién de biomasa por las plantas, entre los que destacan dos grupos
1). Mecanismos directos los cuales involucran aspectos de control bioldgico
suprimen o inhiben el crecimiento de microorganismos perjudiciales para el
desarrollo de la planta, via produccion de sidéroforos, antibidticos, accién de
enzimas liticas o induccion de mecanismos de resistencia 2). Mecanismos
indirectos a traves de metabolitos producidos, los cuales son utilizados como
reguladores de crecimiento o precursores de éstos por parte de la planta.
(Jiménez et al.,, 2001). Bonaterra et al., (2003), indica que la presencia de
algunos tipos de bacterias intensifica la fijacion de nitrégeno y promueve la
solubilizacion de fosfatos, ademas de la lucha por nutrientes entre ellos fierro y
la sintesis de compuestos antibiéticos. Estos ejemplos ilustran la importancia
de la funcionalidad bacteriana en los agroecosistemas inoculados con estos
microorganismos.

Aunque algunos géneros de hongos pueden llevar a cabo algunas
funciones antes mencionadas (excepto la fijacion biolégica de N;) estos han
sido estudiados en menor proporcién, en 1885 se define el termino micorriza
para hacer referencia a la simbiosis hongo-raiz; describiéndose en estudios
posteriores que mas del 95 % de las plantas terrestres presentan una
asociacion de este tipo, las asociaciones aumentan de forma marcada la
absorcion de nutrimentos como N, K, Ca, Zn, Mg, y P principalmente (Alkaraki y
Clark, 1998). También se ha demostrado que derivado de la interaccidn

hongos-plantas se activa el metabolismo de la raiz, se potencializa la fijacion
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bioldégica de N, mediada por bacterias se incrementa la solubilizacion de P en
la rizésfera (Harman et al., 2004; Héraux et al., 2005; Sonnemann et al., 2005).

Una promocion del crecimiento vegetal indirecta es cuando el inoculante
tiene la funcién de control biolégico, al disminuir las enfermedades y plagas de
la planta, esta tiende a un mayor desarrollo y crecimiento al no estar en estrés
por competencia con otros organismos (Bonaterra et al., 2003). Los estudios en
este tdpico se han realizado con el uso de algunas especies de hongos del
género Glomus, en los cuales se ha observado que la promocion del
crecimiento es debido a un efecto de control de plagas (Hernandez et al.,
2001); Por otro lado, (Celar, 2003) estudio el comportamiento de Gliocadium
roseum y algunas especies fungicas del género Trichoderma en terminos de
absorcion nutrimental, demostrando que compiten por las fuentes del N del
suelo antes que los hongos indeseables (parasitos, causantes de
enfermedades) como Fusarium spp., y Rizoctonia solani; Ademas (Terry y
Hernandez, 2005) han demostrado que el uso de hongos formadores de
micorrizas arbusculares absorben nutrimentos del suelo y los transportan con
mayor eficiencia a la parte aérea de las plantas lo que promueve un mayor
desarrollo de las mismas. Recientemente se han realizado observaciones
promisorias con algunas especies del género Trichoderma.

Los trabajos sobre la bondad del hongo Trichoderma, han versado
principalmente sobre su capacidad para controlar un amplio nuamero de
enfermedades de plantas por ejemplo la pudriciéon blanca de raiz de ajo (De
Oliveira et al., 1984); pie negro de la remolacha azucarera (Monte et al., 1994),
también (Sanogo et al., 2002). Probaron a Trichoderma stromaticum como un

parasito de Crinipellis perniciosa en cacao.Sin embargo son pocos los estudios
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realizados con Trichoderma como potenciador de la absorcion de nutrimentos.
Los trabajos sobre absorcién nutrimental en plantas mediada por Trichoderma
spp. (Vassey et al., 2003) indican que los mecanismos por los cuales el hongo
promueve el crecimiento de las plantas son similares a los que algunas
especies bacterianas (Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum, entre otros)
establecen con las plantas. Por otro lado, se conoce también que la asociacién
de bacterias promotoras del crecimiento con hongos que forman micorrizas
arbusculares promueven la solubilizacion del P, ademas de promover otros
efectos como la promocion de fitohormonas que afectan a los posibles sitios de
infeccién de enfermedades.

En este trabajo los aislados de Trichoderma spp. provienen de diversos
campos bajo diferentes sistemas de produccién, -1). Tecnificado con uso de
semilla certificada, fertilizantes y plaguicidas, maquinaria, riego, etc. y 2).
Tradicional con limitado uso de fertilizantes, régimen de humedad de temporal,
no se utiliza mucha maquinaria y las extensiones de tierra son menores a 5
has- previamente se encontré6 que las poblaciones varian de acuerdo a los
sistemas de produccién encontrandose un numero mayor en las zonas donde
las practicas agricolas eran menos tecnificadas, esto también lo demostro
(Elmholt and Labouriau, 2005) quien analiz6 y compard la biodiversidad de
diversos campos donde se practicaba una agricultura organica y una
agricultura tecnificada encontrando, en esta ultima contaba con una menor
diversidad en cuanto a hongos de los géneros Trichoderma spp., Penicillium
spp., Y Gliocladium roseum.

En los trabajos realizados sobre la absorcién de >N y P mediada por

Trichodema spp. en maiz (exp. 1-4) se determin6 una cantidad de N mayor en
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el grano de maiz asi como de P, mientras que en la paja (tallo y hojas) se
encontré una cantidad menor de N y P, debido a que estos 6rganos removilizan
estos nutrimentos hacia los frutos, en la raiz no se cuantifico la absorcion, casi
la mayoria de los elementos son transportados a las partes aéreas de las
plantas, aunque también se ha demostrado que a mayores dosis de P, la raiz
tiende a un crecimiento mayor.

Las plantas de maiz tanto del experimento de N (exp. 1) como del
experimento de P germinaron de una manera regular desfasandose algunas
plantas no mas de dos dias. Sin contar al tratamiento testigo absoluto que
germind hasta 3 dias después que los tratados con Trichoderma spp., ademas
los tratamientos contraste (sin inocular) se observo un desfese mayor. Esto ha
sido reportado en diversos trabajos, (Windham et al., 1986) reportaron la
influencia de Trichoderma en la germinacion de semillas de tomate y tabaco.
Otro caso es reportado por (Kleifeld et al., 1992) ellos prueban diversos
substratos inoculados antes de plantar las semillas de pepino con Trichoderma
harzianum, asi como dos contrastes: uno de turba y otro aplicando una
suspension conidial. Ellos observaron que los tratamientos inoculados con
Trichoderma en turba presentaron un porcentaje de germinacidn mayor;
similares observaciones, no reportadas, fueron obtenidas en estos
experimentos, aunque dichas observaciones no fueron consistentes en los
ensayos con ajo (exp. 2 y 3). Esto ultimo probablemente al tipo de “semilla”
(apomictica) y exudados del ajo que inciden directamente en el efecto benéfico
de Trichoderma spp. sobre el desarrollo de este tipo de embriones. En este
sentido se cuantific6 un desfase de 5 dias entre los tratamientos con

Trichoderma spp. y de 7 dias en los tratamientos contraste (sin inocular). Es
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importante mencionar que el tratamiento estigo absoluto (sin inocular y sin
fertilizar) fue el que generd la cantidad de biomasa menor y el que mas tiempo
tard6 en germinar.

En base a los datos obtenidos con el experimento de °N en el cultivo de
maiz (exp. 1: "’N-maiz/Trichoderma), el crecimiento radicular no influyé en la
absorcion de este nutrimento, ya que las plantas de maiz con una masa radical
menor presentaban una absorcion mayor de N. Por ejemplo, las plantas de
maiz inoculadas el aislado de Trichoderma CM44 con una dosis de fertilizacién
de 140 mg N presentaron una masa radical de 38.78 gr planta’ y un
rendimiento de grano de 16.70 g planta™; caso contrario se observo para lo
misma dosis de N con el aislado CM35 con una masa radical menor (28.97 g
planta”), se obtuvo un rendimiento de grano de 25.80 g planta™. Estos datos
demuestran que no existe una relacion directa entre la biomasa de raiz y el
rendimiento de grano, sugirieron que los aislados establecen un papel de
extension radicular (Hernandez et al.,, 2001) como se ha demostrado con
hongos micorricicos que aumentan la absorcion nutrimental por extension del
sistema radical a través del micelio fungico, y no por un efecto en la planta.
Probablemente para el caso del aislado CM44 si esté generando una
bioestimulacion a través de la produccidon de hormonas u otro factor de
crecimiento, ya que la produccion radical mayor se relacion6 con una absorcién
de N mayor, alternativamente se puede formar una asociacion entre el hongo y
la planta y por lo tanto una funcionalidad de un mejor transporte hacia el interior
de la planta. Esto difiere de lo reportado por (Harman, 2000), el cual vio que la

inoculacion con la cepa de Trichoderma (T-22), en plantas de maiz y frijol,
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aumentando su crecimiento; en el caso de frijol concretamente incremento el
rendimiento en un 123%.

En referencia a la colonizacién de las raices de las plantas por los
aislados de Trichoderma spp. se observo que el 100% de las raices presentaba
colonizacion. Con la idea de explicar el incremento en la absorcion nutrimental
se encontré que algunos aislados de Trichoderma spp. como el CM28 inhibia la
presencia de arbusculos fungicos en las raices, este dato plantea la idea de
que el hongo Trichoderma spp. entra en confrontacion con los microorganismos
existentes en el suelo compitiendo por un espacio en la raiz. Por otra parte,
evaluando las raices que presentaban arbusculos fungicos, en la mayoria de
los tratamientos sin fertilizar la presencia de arbusculos fue muy alta con
valores superiores al 80%; mientras que a dosis de 140 mg N (dosis de N
bajas) con los aislados CM28 y CM35, los valores de arbusculos cuantificados
fueron casi del 50%, lo que indica que la competencia por espacios de
colonizacion en esta dosis de fertilizacion N fue mayor para Trichoderma spp.,
siendo este comportamiento similar para los tratamientos de P, . En un estudio
hecho con micorrizas (Leon et al, 2004) se observo que la infeccion por hongos
de este género comienza a los 30 dias después de plantar las plantas; a
diferencia de Trichoderma que infecta de acuerdo al cultivo y sistema de
inoculacion. Ademas de eso un trabajo realizado por (Mar et al., 2000) indica
que la asociacion de Trichoderma harzianum con Glomus mosseae y Glomus
deserticota incrementan el peso de plantas de maiz, ademas de incrementar la
colonizacion micorricica en las plantas; estudiaron ademas el efecto de los
diferentes inoculantes en la actividad enzimatica; otro punto destacable es el

estudio realizado por (Elmholt and Labouriau, 2005) que determina que la
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presencia de Hongos arbusculares es mayor en zonas de cultivos tradicionales
y que Trichoderma es mas representativo en zonas de produccién tecnificada.
Por ello que nos parecid interesante destacar lo sucedido en nuestro
experimento en el cual se presentd alta tendencia de hongos endorizosféricos
los cuales ofrecen ciertas ventas como las descritas en el trabajo antes
mencionado.

En relacion al efecto de los aislados de Trichoderma spp. sobre el
rendimiento de grano de maiz, también se observd un efecto positivo de los
diferentes aislados evaluados. Las plantas de maiz inoculadas con el aislado
CM35 con la dosis de fertilizacion de 140 mg N, equivalente al 50% de la dosis
recomendada, presentaron un rendimiento de grano alto, mientras que el
rendimiento de grano mayor se obtuvo en las plantas de maiz inoculadas con el
aislado CM28 con la dosis de 280 mg N (100 % de la dosis recomendada). Es
decir, a través de la inoculacién con el aislado CM35 y 140 kg N se pudo
obtener el mismo rendimiento de grano de maiz. Con respecto a la produccién
de biomasa, las plantas de maiz inoculadas con el aislado CM35 presentaron
valores bajos, no obstante que tuvo un marcado efecto positivo en la
produccion de grano (parte comercial de esta planta). Con respecto a este
hecho de produccion el trabajo realizado por (Windham et al., 1986) establecen
una influencia de Trichoderma aunque ellos le atribuian este efecto al combate
de plagas; sus aislados los probaron en tomate y tabaco, obteniendo
incrementos en el peso seco de raiz y hojas del orden de 213-275 y 259-318
respectivamente. En un trabajo mas reciente realizado por (Harman, 2000), se
lograron incrementos de produccion de tres variedades de pimientos, pasando

de 5.9, 3.6 y 5.4 kg maceta” a 10.2, 8.6 y 9.6 kg maceta™ en plantas tratadas
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con una cepa de Trichoderma spp. Hasta aqui se sabia que si hay una
influencia de Trichoderma spp. al inocularlo a las plantas, pero seguia la
interrogante en cuanto al ahorro para el productor al aplicar este sistema.
Nosotros evaluamos el aprovechamiento de fertilizantes estos para el caso de
nitrdgeno empleando is6topos.

En términos de la eficiencia de absorcién nutrimental por el cultivo de
maiz, la cantidad de nutrimento en la planta proveniente de la dosis aplicada,
destacan los tratamientos inoculados con los aislados CM12, CM35 y CM44
con la dosis de 140 mg N con el 22, 20 y 21% de recuperacion en la paja del N
aplicado respectivamente. Mientras que en el componente grano, el
tratamiento inoculado con el aislado CM35 mas 140 mg N (50% de la dosis
recomendada) recuperd 55.85%, es decir este tratamiento presenté una
eficiencia de N fertilizante total de 75.85%, valor de eficiencia muy superior a lo
reportado en la literatura.

Para el caso del experimento sobre absorcion de P mediada por
Trichoderma spp., en el cultivo de maiz (exp. 3: P.Maiz/Trichoderma) no se
observaron diferencias estadisticas significativas para el factor dosis de
fertilizacion P, aunque se observo un efecto estadistico en los tratamientos
inoculados con los distintos aislados de Trichoderma spp. los tratamientos
inoculados con el aislado CM28 presentaron un aumento de biomasa mayor,
en tanto que los tratamientos inoculados con el aislado CM35 presentaron una
alta produccion de biomasa con la dosis 40 mg P y sin la aplicacion de
fertilizantes P (control) siendo superior al control sin inocular con la misma

dosis de de P. En relacién a la produccion se observaron diferencias
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significativas y cabe mencionar que por problemas de desfase del cultivo no se
obtuvo un crecimiento de fruto (mazorca).

Para el caso del cultivo del ajo (exp. 2: N-ajo/Trichoderma), en
términos de colonizacién, a diferencia del cultivo de maiz, se observaron
diferencias estadisticas. Fue interesante observar que el tratamiento inoculado
con el aislado CM35 con la dosis del 50% de fertilizacion P recomendada
(Tratamiento con mayor efecto positivo en el cultivo de maiz) presenté valores
de colonizacidon menores, aunque estos valores de colonizacion de las plantas
de ajo se presentaron en los tratamientos inoculados con los aislados CM7 y
CM12 con la dosis de 100% de fertilizacion P (80 mg P). También es
importante destacar que el tratamiento control (no inoculado) presenté una
colonizacion rizosférica alta, mientras que el tratamiento no inoculado ni
fertilizado (control absoluto) presentd valores de colonizacion minimos. En un
trabajo realizado por (Harman, 2000) encontré que la colonizacion de raices de
nochebuena ocupa de un 80 a un 100%, en tanto que en un testigo sin inocular
se encuentra una diversidad muy grande de hongos. (Kleifeld et al., 1992),
reportan resultados similares pero en este caso se inoculd Trichoderma
harzianum en forma de suspension conidial en plantas de pepino. En estas
plantas la colonizaciéon se presentd hasta el 12'° dia después del transplante y
logré colonizar el 46%. Ellos estimaron que el sustrato donde se desarrolle el
hongo sera influyente en la supervivencia y habilidad del hongo para
desarrollarse. En este caso como se utilizd un medio selectivo pudieron
identificar que realmente se traten del hongo Trichoderma spp., ya que vieron
su crecimiento a lo largo de toda la raiz. En nuestro caso, solo hicimos un

conteo indirecto para cuantificar las raices colonizadas por hongos
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endorrizosféricos. Lo que nos da un valor aproximado de las plantas y el
avance de colonizacion.

Estos resultados permiten inferir que los aislados de Trichoderma spp.
evaluados presentan comportamientos diferentes para incrementar la absorcién
nutrimental por las plantas en funcién de la dosis de fertilizacion. Unas
estimulando el crecimiento del sistema radicular como los aislados CM7, CM35
y CM44, ya que se cuantifico una cantidad mayor de raiz en la dosis de 50% de
N incluso en el control sin fertilizar, mientras que los tratamientos inoculados
con los aislados CM12 y CM35 sin fertilizacion N presentaron un efecto positivo
en términos de produccidn de raiz. Asimismo, el mejor aislado de Trichoderma
spp. en produccion de bulbo de ajo fue el CM12 en todas las dosis de
fertilizacion y no necesariamente en la produccion de paja.

En cuanto a la eficiencia de recuperacién de fertilizante medida en la
paja de ajo todos los tratamientos evaluados presentaron una baja
recuperacion nutrimental (<10%), el aislado CM12 presentd una recuperacion
baja, en tanto que los tratamientos inoculados con el aislado CM35 fueron los
mejores. La cantidad de N fertilizante mayor se cuantificé en el bulbo, llegando
a recuperar el 60% del fertilizante aplicado en dosis de 120 mg N, el control sin
inocular tuvo un comportamiento atipico en la dosis de 240 mg N, ya que en
este tratamiento fue superior a todos los tratamientos inoculados. Era de
esperarse que el comportamiento de la inoculacion con los aislados de
Trichoderma spp. fuera distinto en ajo que en maiz puesto que estos se
aislaron de plantas de maiz, aunque era interesante hacer el contraste en el
comportamiento de estos aislados en los dos cultivos. Siendo que los aislados

se desarrollaron en el sistema radicular lo contamos como un sustrato el cual
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tendrian a comportarse distinto los aislados, tal fue el caso de (Camprubi
Estaun, 1995) el cual probo tres sustratos y la inoculaciéon la hizo con
Trichoderma aureoviride, siendo uno de estos el que mas ventajas le brindo a
la planta.

El comportamiento de las plantas de ajo fertilizadas con P (exp. 4: P-
Ajo/Trichoderma spp.), para el caso de la producciéon de raiz, el tratamiento
inoculado con el aislado CM44 present6 los valores de produccion radical mas
bajos. Este trabajo permite ampliar las expectativas, para trabajar con los
aislados mas sobresalientes a nivel de campo, ver su comportamiento y su
efecto sobre la absorcion de N y P. Ademas, a nivel basico estudiar los
posibles mecanismos por los cuales estos aislados de Trichoderma incrementa
la absorcion de nutrimentos, en este trabajo se pudo observar como estos
mecanismos son afectados en funcion a la dosis de fertilizacion, viéndose esto
mas marcado en el caso de ajo, aunque son muchos los factores que pueden
influir en este comportamiento que se ve reflejado en el rendimiento; tanto
colonizacion actividades enzimaticas, micoparasitismo de hongos parasitos,

solubilizacidon de nutrimentos, etc.
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X. CONCLUSIONES

Los resultados experimentales de este trabajo permiten obtener las

conclusiones siguientes:

En el cultivo de maiz, los diferentes aislados de Trichoderma spp.
tuvieron un efecto negativo sobre la colonizaciéon de la raiz por otros
hongos del suelo (cuantificada como arbusculos fungicos), ya que la
presencia de estos disminuyo por la colonizacion de Trichoderma spp.
En el caso de ajo se presentd una mayor colonizacién de raices por
Trichoderma spp. en dosis altas de fertilizacion N y P.

Los aislados de Trichoderma spp. influyeron positivamente en el
crecimiento de las plantas tanto de maiz (20%) como en las de ajo
(15%). A excepcion del aislado CM44 en el cultivo de maiz y el aislado
CM7 en la planta de ajo que ejercieron una funcién parasitica.

Los aislados de Trichoderma spp., influyeron positivamente en la
absorcién de nutrientes N para maiz y ajo fue de (25 al 50%) en dosis de
50% de la dosis recomendada; y para el caso de P en maiz fue similar el
comportamiento que el testigo recuperando entre el 50 y el 70% del
fertilizante, el comportamiento del ajo fue del (3 al 5%) superior al
testigo.

Los aislados de Trichoderma spp., en el caso del ajo, estimularon mas el
crecimiento de raiz en dosis bajas de fertilizacion. Mientras que para
maiz, el crecimiento radicular se incrementd en los tratamientos

inoculados conforme se aumento la dosis de fertilizacion.
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La inoculacion de los aislados de Trichoderma spp. al suelo fueron mas
eficientes en la recuperacién del fertilizante en las plantas de maiz
(cultivo del cual fueron aisladas), aunque en el caso del ajo estas
tuvieron un efecto menos marcado en las variables de peso de raiz,
paja, fruto y biomasa. En términos de eficiencia de absorcién
nutrimental, los aislados de Trichoderma spp. mas sobresalientes para el
cultivo de maiz tanto para N como para P fueron el CM12 y CM35,
mientras que el cultivo de ajo para N fueron CM12 y CM35 y para P

fueron CM12 y CM28.
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