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RESUMEN

La industria de la floricultura tiene una alta importancia en la economia ecuatoriana, ya que
representa el 5,2% de los ingresos por bienes no petroleros. Por esta razén, es importante
optimizar la produccién y calidad del producto para mejorar la competitividad. El uso de
biofertilizantes y microbios benéficos dentro de los sistemas productivos de exportacion,
estan siendo utilizados para el control de plagas, enfermedades y bioestimulacion vegetal.
Uno de los microbios méas usados en la floricultura ecuatoriana es el hongo Trichoderma spp.
el cual brinda beneficios para la proteccion de enfermedades y asi como de bioestimulacién
radicular y foliar. Plantas productivas deben tener un adecuado sistema radicular para
absorber eficientemente los nutrientes del suelo, lamentablemente, la zona radicular vegetal y
especialmente la arquitectura de la raiz, han sido poco estudiadas y tomadas poco en cuenta.
En el presente estudio, se evaluo el enraizamiento y arquitectura de raiz, asi como efectos en
la bioestimulacion foliar del patrén de rosas Natal Brier después de la aplicacion de, cinco
cepas de Trichoderma spp. De las cepas usadas en este estudio, tres pertenecen a
Trichoderma harzianum (B, C, D) y dos pertenecen a Trichoderma asperellum (A, E),
obtenidas del Banco de cepas del laboratorio de biotecnologia agricola y de alimentos de la
Universidad San Francisco de Quito. Esta investigacion se realizd bajo condiciones de
invernadero reflejando las condiciones ambientales més parecidas a la realidad de un cultivo
de rosas en el pais. Para esto, se establecieron ventanas de observacion de raices o rhizotrones
para visualizar y evaluar el estado de la raiz y la expresion foliar después de las aplicaciones
con Trichoderma spp. Las aplicaciones edaficas de las cepas fueron realizadas semanalmente
a una concentracion de 2,5x10° u.f.c/mL. Los datos se evaluaron 7 semanas después de la
aplicacion, donde se observd la respuesta foliar y radicular, usando métodos no destructivos
(altura de planta, nimero de foliolos, longitud de raiz principal y secundaria) y métodos
destructivos (peso fresco y seco de la parte foliar y raiz). Se usé un disefio completamente al
azar (DCA) vy tras analizar los resultados con el andlisis de varianza, no se encontrd
diferencias significativas entre los tratamientos. Sin embargo, las cepas B y D mostraron una
mejor estimulacion foliar y radicular al portainjertos frente a los controles sin aplicacion de
Trichoderma spp., aunque esto fue solo una tendencia sin diferencia estadistica.

Palabras clave:
Rhizotrdn, Trichoderma spp., Rosas.



ABSTRACT

The floriculture industry has a high importance in the Ecuadorian economy, since it
represents the 5.2% of the income by non-petroleum goods. For this reason, it is important to
optimize production and product quality to improve competitiveness. The use of biofertilizers
and beneficial microbes within export production systems are being used to control pests,
diseases and plant biostimulation. One of the microorganisms most used in Ecuadorian
floriculture is the fungus Trichoderma spp. Which provides benefits for the protection of
diseases as well as for root and foliar biostimulation. Productive plants must have an
adequate root system to efficiently absorb nutrients from the soil, unfortunately, the plant root
zone and especially the root architecture, haven’t been fully studied and considered. In the
present study, we evaluated the root stimulation, root architecture as well as effects on leaf
biostimulation of the Natal Brier roses pattern after the application of five strains of
Trichoderma spp. The strains used in this study, three belong to Trichoderma harzianum (B,
C, D) and two belong to Trichoderma asperellum (A, E), obtained from the strain bank of the
agricultural and food biotechnology laboratory of Universidad San Francisco de Quito. This
research was carried out under greenhouse conditions reflecting the most similar enviroment
conditions to the production reality of the country. The root observation windows or
rhizotrons were established to visualize and evaluate root status and foliar expression after
Trichoderma spp. The edaphic applications of the strains were performed weekly with a
concentration of 2.5x10° u.f.c./ml. It waws evaluated 7 weeks after application, where the
foliar and root response were observed using non-destructive methods (plant height, leaflet
number, main and secondary root length) and destructive methods (fresh and dry weight of
foliar zone and root). A completely randomized design was used and after analyzing the
results with ANOVA, no significant differences between treatments were found. However,
strains B and D showed a better foliar and root stimulation to rootstocks compared to controls
without application of Trichoderma spp., Although this was only a trend with no statistical
difference.

Key words:
ImageJ, Rhizotron, Trichoderma spp., Roses.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes.

1.1.2 Origen e importancia del cultivo de rosas

Ecuador es un pais que, en el ambito econémico, la agricultura tiene una alta
importancia. Este rubro se ha visto caracterizado por varios auges que han generado
mercados de alta estimacion. Tal como lo demuestran los datos estadisticos proporcionados
por el Banco Central del Ecuador (2015), el PIB agropecuario se ha mantenido creciendo a
pesar de las recesiones en el crecimiento del pais. Se ha encontrado que la produccion
agricola ha aumentado un 54% en esta Gltima década y a su vez han aumentado las
exportaciones, lo cual nos ha generado ingresos de divisas al pais (Monteros & Salvador,
2015).

El origen del cultivo de rosas en Ecuador se remonta a finales del siglo 19, pero no
fue hasta finales del siglo 20 que este cultivo consiguié obtener una mayor representatividad
en los ingresos del pais (Mufioz, 2010). Este cultivo por varios afios tuvo una gran acogida y
rentabilidad, de las 30 unidades productivas que existian en 1990, han aumentado a lo largo
de estos afios hasta superar las 350 (Banco Central, 2015). En este Gltimo afio, el mercado
floricola en rosas produjo el 5,2% de los ingresos generados por bienes no petroleros, esto
representa el 18,5% de participacion de las exportaciones mundiales de rosas, ubicandose en
el segundo puesto de abastecedores de este rubro. En el primer lugar se encuentra Holanda
quien figura como mayor importador y exportador (Proecuador, 2015).

El mercado floricola en Ecuador no fue beneficioso Unicamente como fuente para
ingreso de divisas al pais, ademas el negocio floricola generé mas plazas de trabajo en
comparacién a otros negocios tradicionales agricolas predominantes en la region interandina

del Ecuador. Por ejemplo, la ganaderia, era el negocio predominante y generaba empleo para



0.10 personas por hectarea. Mientras que las fincas productoras de rosas generan empleo
generalmente para 10 personas por hectarea (Proecuador, 2013).

La mayoria de fincas productoras de rosas se encuentra en la region interandina del
pais, esto se debe a que se encontré que las condiciones de luminosidad son las mas
favorables para producir rosas de mayor tamafio, las cuales son muy valoradas (Proecuador,
2013). Existen estudios que han demostrado que una alta intensidad luminica es beneficiosa
para mejorar el rendimiento y calidad de las rosas (Menard, 1992). Sin embargo, no solo es la
intensidad luminica la condicion ambiental que se requiere para este cultivo. Una temperatura
entre 17 a 25°C, un nivel controlado de humedad que no descienda del 60% y una buena
condicion del suelo son factores que determinan el crecimiento de este cultivo (Lopez, 1981).
La rosa se caracteriza por ser un cultivo con floracion continua, con tallos lefiosos y siempre
con terminacion floral a menos de que sea un tallo ciego o que se haya producido un aborto
(Yong, 2004). El método asexual con uso de estacas como portainjertos es el método mas
usado para propagar este cultivo con el propdsito de mantener las caracteristicas deseadas de
las variedades injertadas. La rosa cuenta con un sistema radicular vigoroso y profundo, pero
si es sembrado de manera directa como estaca, genera sistema radicular superficial, no
pivotante. Cominmente se ha establecido propagar rosas en portainjertos seleccionados, los
cuales se caracterizan por tener un sistema radicular adecuado, el cual permita propagar

flores de calidad y con mayor produccion.

1.2 Justificacion

Trichoderma spp. es un hongo cosmopolita que habita cominmente en el suelo.
Segun Hermosa (et al., 2012) este hongo permite crear simbiosis entre planta-microrganismo
promoviendo el crecimiento en las mismas, ademas puede suprimir microrganismos como

controlador bioldgico. Se han realizado estudios en donde se ha encontrado que con una
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aplicacion de Trichoderma spp. a una concentracion que varia entre 10° - 10° u.f.c/mL
muestran una respuesta positiva sobre el crecimiento radicular y foliar en plantulas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) (Gomez et al., 2013). Adicionalmente, se han realizado estudios
en los que se ha demostrado que Trichoderma viride a comparacion del control fomenté el
crecimiento de Arabidopsis thaliana estimulando el crecimiento en altura, floracién
temprana, enraizamiento y biomasa en un (45%) (Hung et al., 2013).

En los portainjertos de rosa, se busca obtener la mayor cantidad de raices para
permitir una mayor captacion de agua y nutrientes que seran trasladados a las variedades de
corte o injertos. La eleccion del portainjerto es primordial para aumentar las posibilidades del
cultivo, este debe estar adaptado a las condiciones y manejo del lugar. En Ecuador, el
portainjerto mas utilizado es el cultivar Natal Brier. Se conoce que el cultivo de rosas es
perenne y con floracién continua, por lo cual la planta esta en una constante captacion de
nutrientes. En consecuencia, es necesario que el sistema radicular sea vigoroso durante toda
la vida productiva del cultivo. Si se logra mejorar el sistema radicular de los portainjertos, se
podria conseguir una capacidad productiva, lo cual ayudaria a reducir costos y volver méas
eficiente la produccion.

La constante necesidad de volver la agricultura mas eficiente y la tendencia mundial
a reducir el uso de productos agroquimicos, ha generado la demanda creciente de agentes
bioldgicos que reemplacen los pesticidas convencionales (Bermeo, 2005). En la actualidad,
las empresas floricolas invierten aproximadamente de $1200 a 2000 ddlares por hectarea al
mes en fertilizantes, a comparacion de los $800 a $1000 por hectéarea al mes que se invierten
en productos fitosanitarios (fungicidas, insecticidas y foliares) (Ledn, 2016). La fertilizacion
representa un alto rubro, y sin un buen sistema radicular, toda esta inversion no sera
retribuida a una flor de calidad. Es por esto, que con el fin de, reducir el impacto

agroecoldgico y a la vez que se pueda mantener altos niveles de productividad se realizé un
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estudio para evaluar del efecto de cinco cepas de Trichoderma spp. como estimulante del

crecimiento foliar y radicular utilizando el portainjerto de rosa Natal Brier.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

e Evaluar el efecto como bioestimulante foliar y radicular de cinco cepas de

Trichoderma spp. en el portainjertos de rosa var. Natal Brier

2.2 Objetivo especifico

1. Determinar el efecto de las cepas de Trichoderma spp. en la parte aérea con méetodos
no destructivos como son altura de plantas, nimero de foliolos.

2. Cuantificar el efecto de las cepas de Trichoderma spp. en la parte aérea con métodos
destructivos como peso fresco y seco de tallo.

3. Medir el efecto de las cepas de Trichoderma spp. en la parte radicular con métodos no
destructivos como longitud de raiz primaria y secundarias.

4. Determinar el efecto de las cepas de Trichoderma spp. en la parte radicular con

métodos destructivos como son peso fresco y seco de raiz.

2.3 Hipdtesis

Las cepas de Trichoderma spp. tienen efecto estimulante sobre el crecimiento foliar y

radicular del portainjertos de rosa
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3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Rosa

3.1.1 Historia

Si bien el origen de las rosas ha sido determinado en paises posicionados sobre el
paralelo 0 o linea ecuatorial, se puede considerar que este cultivo logra producirse de manera
universal al existir una alta cantidad de variedades e hibridos con mayor facilidad de
adaptacion. Existen restos fésiles que evidencian la existencia de rosales desde la Era
Cenozoica, pero no es hasta el afio 1700 a.C que se puede comprobar la existencia mediante
una pintura recuperada en la ciudad de Knossos en Grecia (Ferrer & Salvador, 1991). En la
antigliedad las rosas tenian varios usos y se han hallado tanto en tumbas egipcias formando
parte de las coronas de los reyes. Existen un sinfin de textos griegos y romanos en el que
reflejan la valoracion que tenian de las rosas y se conoce que tanto la flor de corte y los
pétalos eran muy usados para la decoracién. Desde la antigliedad el cultivo de rosas era muy
valorado, es por esto que, existieron varios autores que escribieron libros con metodologias
para la produccion (Alvarez, 2012). La rosa ha tenido varias simbologias a través de los afios
y civilizaciones, pero siempre representaba lo positivo y bello en la vida (Segura & Torrez,
2009). La rosa ha sido mundialmente conocida por muchos afios y usada desde el oriente
hasta el occidente por muchas civilizaciones en eventos importantes o cotidianos. Por ultimo,
el cultivo de rosas fue impulsado para el ambito comercial al ser utilizado para la produccion

de fragancias con la elaboracion de agua o aceite de rosa (Gostinchar, 1954).
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3.1.2 Taxonomia

En la actualidad los cultivos comerciales de rosas comunmente usados son hibridos,
pero desde tiempos muy antiguos hasta la actualidad se sigue trabajando en la obtencion de
variedades por medio de cruzas, para obtener variedades nuevas con mayor expresion de
varias caracteristicas deseadas por los grandes mercados. Pero tal como Ferrer & Salvador
(1991) mencionan existe una clasificacion del cultivo de las rosas tradicional la cual se ha
determinado como:

Reino: Vegetal
Division: Angiosperma
Clase: Dicotiledoneae
Subclase: Archiclamidae
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Género: Rosa
Varios autores han definido al rosal como arbustos lefiosos caracterizados por largos

tallos y hojas compuestas (Infoagro, s.f).

3.2 Portainjertos

La propagacion del cultivo de rosa puede realizarse por medios sexuales y asexuales, en
donde el método sexual ocurre con la siembra de semillas. Esta practica se lo realiza
principalmente para la obtencion de nuevas variedades. EI método asexual es el que mas se lo
practica, se lo emplea para generar clones de las variedades seleccionadas y de esta manera
conservar las caracteristicas deseadas. Para propagar por medio de este método, se utiliza
comunmente la técnica de injerto, el cual consiste en unir parte de un tejido de una variedad

deseada en un portador diferente y de esta manera producir aéreamente la especie con
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caracteristicas comerciales deseadas (Botanical, 2016). La importancia del portainjertos es
proporcionar los nutrientes y agua del suelo hacia la variedad de corte deseada.

La seleccion del portainjertos es de suma importancia para el cultivo de rosas y depende
mucho de la variedad de corte que se busca producir. Existen varios tipos de portainjertos y
cada uno proporciona diferentes cualidades a la variedad deseada. El patron Natal Brier ha
sido ampliamente estudiado y se ha encontrado que en comparacion al portainjertos Calajan o
Manneti. Por ejemplo, al injertarse la variedad de corte Charlotte a Natal Brier, esta variedad
presentaba un mayor tamafio en el botdn y largo de tallo (Casierra & Palpa, 2008).

Las variedades de flor de corte que se utilizan en el Ecuador, se injertan en el
portainjertos Natal Brier. Es importante considerar que la utilizacién de los portainjertos no
es Unicamente para conferirle la resistencia a los patdgenos que puedan existir en el suelo,
existen muchas variedades que al ser sembradas de manera directa no producen el mismo
vigor o floracion uniforme que cuando éstas son injertas (Larson, 1988).

En la industria floricola el tipo de injerto mas utilizado es el de yema, el cual consiste en
la realizacion de un corte vertical y otro horizontal en el portainjertos formando una figura en
forma de “T”, donde es importante sefialar que los cortes realizados no deben sobrepasar la
capa del cAmbium. Posteriormente se inserta la yema de la variedad para corte, intentando
que la mayor superficie del cambium de las dos especies se junten. Para finalizar se sella los
tejidos con algin material cohesivo (Larson, 1988). Este método se lo realiza comUnmente ya
que otorga muchos beneficios como:

- Fécil transportacion del material vegetal deseado, ya que Gnicamente se requiere las

yemas.

- Establecimiento de las plantas en un corto tiempo, lo que permite tener cultivos mas

homogéneos (Garcia, 2015).
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3.3 Trichoderma spp.

Trichoderma spp. es un hongo que fue identificado por primera vez en 1794 por Persoon,
de muestras recolectadas en Alemania (Samuels, 2005). Trichoderma spp. se encuentra
presente universalmente, se ha determinado que tiene preferencia con suelos ricos en materia
organica, esto se debe a que tiene la caracteristica de colonizar los materiales ricos en
celulosa, por lo cual puede estar presente en plantas decadentes. También, se ha encontrado
este hongo en la rizosfera de las plantas, adicionalmente se ha demostrado que pueden inducir
resistencia a patégenos (Harman, 2000). Se conoce que Trichoderma spp. €s un hongo con
una alta facilidad de colonizacion en los habitats en los que se encuentra, tiene una alta
capacidad de adaptacion. Existen mas de 89 especies de Trichoderma spp. identificadas,
muchas mas permanecen sin ser catalogadas o descubiertas, siendo muy dificil distinguirlas
entre ellas usando métodos microscopia (Samuels, 2006).

Se ha demostrado que Trichoderma spp. tiene varios mecanismos de accion cuando se
usa para el control bioldgico, entre los cuales se destaca su accion como mico-parasitismo,
antibiosis y competencia, ademas, se conoce que es un promotor de crecimiento vegetativo
(Hermosa et al., 2012). Como sefiala Harman (2000), se ha demostrado mediante estudios
que Trichoderma spp. incrementa el desarrollo radicular observandose proliferacion de raices
secundarias en consecuencia, aumenta el rendimiento del cultivo. Por otra parte, se ha
comprobado que Trichoderma harzianum solubiliza algunos nutrientes asimilables por las
plantas. En el cultivo de pimiento se ha encontrado que el hongo coloniza en las raices y
contribuye a la asimilacion de Fe y P, permitiendo obtener plantas con mayor peso seco,
mayor cantidad tanto de hojas como de foliar (Hermosa et al., 2012). Varios autores sugieren
que Trichoderma spp. reduce la produccion de etileno al inhibir el precursor 1-

aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). Por otra parte, se ha comprobado que tiene la
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facultad de emitir la auxina vegetal llamada acido indolacético (IAA) en la rizosfera (Gravel

et al., 2007).

3.4 Rhizotrones y sistemas de evaluacion de raiz.

Las raices son una parte esencial en las plantas, son las que permiten la obtencién de
nutrientes como también de agua, es por esto que son el componente esencial para determinar
el potencial de los cultivos. El analisis del sistema radicular ha tomado auge en los ultimos
afios y para esto se ha disefiado sistemas que permitan explorar esta zona con la menor
intervencion posible. Se han disefiado varios tipos de rhizotrones que permitan la obtencion
de datos segun la caracteristica de la raiz, su tamafio grosor y cantidad siendo estos factores
muy importantes. Mediante la construccion de ventanas de observacion o rhizotrones, se ha
logrado evidenciar el progreso del crecimiento y desarrollo del sistema radicular con la
menor intervencion posible, a su vez se ha logrado crear métodos para analizar las
caracteristicas de las raices con métodos no destructivos e in vivo (Guzman & Gutiérrez,
2015).

Es importante considerar que para lograr obtener datos mediante un rhizotrén y analizar
los datos con softwares especializados es necesario estandarizar la obtencion de fotografias
de esta manera se obtendra una imagen sin perturbaciones que puedan afectar los resultados.

Los rhizotrones se manejan con un angulo de inclinacion de 45°, con lo cual se aprovecha
la propiedad de geotropismo positivo de las raices, guidndolas hacia la ventana de
observacién. Anteriormente Guzman y Gutierrez (2015) demostraron mediante estudios que
ha grados mas altos, la presidn que ejerce el suelo contra el vidrio y las raices puede generar
estrés a la planta y altera los datos finales. Por otra parte, con a&ngulos menores dificulta que
la raiz crezca hacia el vidrio, impidiendo la observacién de las mismas (Guzman & Gutiérrez,

2015).
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Existen varios métodos de evaluacion de raiz utilizando el rhizotron. Se puede lograr
analizar el crecimiento diario, semanal o con la medida que el usuario desee al utilizar
laminas transparentes e ir marcando el crecimiento de la raiz con marcadores. Por otra parte,
también existen softwares para el analisis de imagenes que entregan valores mas exactos y
meticulosos. Por su fécil accesibilidad y al ser de libre uso, ImageJ es uno de los programas
maés utilizados usa Java para procesar imagenes (ImageJ, 2016). Este programa te permite
editar, analizar y puede ser utilizado para realizar mediciones, en donde cuantifica los pixeles
de la imagen y te devuelve cualquier unidad deseada con una referencia establecida. La
ventaja de este programa es que soporta varios formatos de imagenes, con lo cual se puede
obtener imégenes con una alta calidad que facilite la obtencidn de datos (ImageJ, 2016).

Por Gltimo, también existen softwares con costo al ser especializados para la medicion de
raices, en este caso se encuentra Winrhizo, el cual es un programa completamente automatico
para el analisis de raices. Este programa permite la medicion de raices, por medio de la
deteccion de colores de los pixeles y su cuantificacion. También permite analizar si han

existido cortes en las raices, tipos de raices, presencia de puntas y entre otras (Regent, 2015).
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Localizacion del estudio:

El estudio se realiz6 bajo condiciones controladas en la granja experimental de la
Universidad San Francisco de Quito ubicada en la provincia de Pichincha del canton Quito,
en la parroquia de Puembo. Este se encuentra ubicado sobre los 2486 msnm a una Latitud de:
-0,1556 y una Longitud de: -78, 3728. En este lugar se mantiene una temperatura promedio

de 17,3 grados centigrados.

4.2 Rhizotron o cajas de observacion de raices

Para la instalacion del estudio se construyeron 18 rhizotrones, con cuatro paredes de
madera de tres centimetros de ancho y un panel de vidrio de tres milimetros. Mediante el uso
del rhizotron, se facilita la observacién de las raices al utilizar su propiedad de geotropismo
positivo, lo cual distribuird las raices sobre el vidrio y permitird realizar fotografias para
Ilevar a cabo el analisis no destructivo.

Los rhizotrones fueron construidos con 60 centimetros de altura, 40 centimetros de
ancho y 20 centimetros de profundidad (figura 1). El vidrio que se utiliz6 constaba con 60
centimetros de alto y 39,8 cm de ancho. Este se mont6 en un carril de cuatro mm de grosor a
tres centimetros del borde exterior. En el panel inferior se realizaron cinco perforaciones de
un radio de dos centimetros para facilitar el drenaje del agua. EI panel frontal, donde se ubico
el vidrio se afiadié una tabla de espuma Flex con un grosor de tres centimetros, el cual tiene
la funcion de impedir el contacto directo de las raices con el sol. Este material tiene la
caracteristica de ser facilmente removible para realizar las mediciones de la raiz. Por Gltimo,

se insertd un separador de carton de un grosor de un centimetro en el rhizotron el cual formé
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dos compartimientos, con lo que se facilita el crecimiento individual de los portainjertos de

rosa.

Sin Tapa

Canal d¢ vidfio 3mm

20cm

Figura 1. A) Disefio de rhizotrén vista en 3D B) Vista trasera de prototipo de rhizotrén con recubrimiento de
ld&mina de espuma Flex en la cara frontal.

4.3 Sustrato para el estudio

Para la preparacion del sustrato, se realiz6 una mezcla de suelo agricola, suelo negro
de vivero y cascarilla de arroz, usando una proporcién de 1:1:2 respectivamente. Esta mezcla
present6 una buena porosidad y retencion del agua. Antes de incorporar el sustrato a los
rhizotrones, este fue esterilizado en un barril de 200 litros afiadiendo 60 litros de agua. Se
llevd a ebullicion hasta evaporar el agua (aproximadamente 6 horas). Se dejo enfriar por un

dia, posteriormente se llenaron los rhizotrones.

4.4 Material biologico: Cepas de Trichoderma spp. y patrones de rosa.

El material bioldgico que se utilizd, consiste de las cinco cepas de Trichoderma spp.
que se obtuvo del Banco de cepas del laboratorio de biotecnologia agricola y de alimentos de

la Universidad San Francisco de Quito quienes se han encargado de identificar y recolectar
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las muestras. Estas cepas en este estudio fueron catalogadas tal como se observa en la (tabla
1).

Tabla 1 Cepas de Trichoderma spp.

Tratamiento CEPAL Especie

A MHTO010 Trichoderma asperellum
B MHTO006 Trichoderma harzianum
C MHTO004 Trichoderma harzianum
D MHTO002 Trichoderma harzianum
E MHTO009 Trichoderma asperellum

Por otra parte, se utilizd 36 portainjertos de rosa Natal Brier, que se obtuvo de la
empresa mejoradora de rosas Rosen Tantau Ecuador. Todos los portainjertos obtenidos
presentaban caracteristicas homogéneas, con el mismo desarrollo vegetativo y con un sustrato

desarrollado por la empresa proveedora.

4.5 Implementacion del estudio y disefio experimental

Para la implementacion del estudio, fue necesario realizar una nivelacion del terreno,
lo cual permite posicionar los rhizotrones con el mismo grado de inclinacion, Posteriormente
se puso un plastico negro de 3x4 para prevenir alguna contaminacion cruzada del suelo del
invernadero con los rhizotrones. Se aleatoriz6 los tratamientos, para lo cual se ubicé una
sefialética en cada caja segun el tratamiento y se ubicaron tal como se muestra en la (tabla 2).

Se procedio a la siembra de los portainjertos, para lo cual se seleccionaron patrones
que visualmente mantengan caracteristicas homogéneas tanto en raices como en tallo. La
siembra se realizé dandole al portainjertos una leve inclinaciéon (35°) dirigiendo las raices

hacia el vidrio a diferencia de los 45° de inclinacion que tenian las ventanas de observacion.
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Esto facilito que la raiz pueda dirigirse naturalmente al vidrio y crecer sobre este. A
continuacién, estd la representacion de como se posicionaron los rhizotrones en el

invernadero siguiendo este esquema de aleatorizacion con el modelo de disefio DCA:

Tabla 2. Aleatorizacién de los tratamientos

Repeticion | Repeticion 11 Repeticion |11
D E CONTROL
B A E

E B C
CONTROL C D

C CONTROL A

A D B

4.6 Aplicacién de Trichoderma spp. al suelo

Con los rhizotrones aleatorizados y los portainjertos sembrados se realizé las inoculaciones
de las diferentes cepas de Trichoderma spp, las cuales se inicié una semana después de la
siembra. Para la dosificacion de las cepas se utilizd la dosis estdndar que manejan las
industrias floricolas, el cual consiste en 2,5x10° u.f.c/ml. Por lo que, de la solucién madre
que fue 1 x 10° ufc/ml Gnicamente fue necesario crear una concentracion de 0.25 ml de
producto/ L de agua. Con esta concentracion se realizé una inoculacion de Trichoderma spp.
semanalmente, dandole una ldmina de riego de 150 ml de agua con inoculo por rhizotron a
excepciodn del control al cual Unicamente se le dio un riego con agua potable. En este estudio

no se realizd ninguna practica de fertilizacion, para conseguir obtener la mayor
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representatividad de parte de Trichoderma spp. como estimulante radicular en un suelo

esterilizado y Unicamente con los nutrientes del sustrato.

4.7 Estandarizacion de la obtencién de fotografias de los rhizotrones

Para la obtencién de fotografias de los rhizotrones, es muy importante estandarizar el
proceso, de esta manera obtener imagenes que reflejen las mismas caracteristicas y lograr
cuantificar las imagenes sin variaciones. Para este estudio, se establecié un set fotogréafico,
con el cual se manejé la luz natural con el fin de reducir cualquier sombra sobre los
rhizotrones. Por otra parte, el disefio del rhizotron permitio retirar el vidrio sin perturbar las
raices, ya que este material es muy reflejante lo que puede ocasionar perdida de informacion.

Se utilizé una camara con lente macro para conseguir una imagen de alta calidad,
conservando el tamafio real del portainjertos. Se configuro la cdmara con apertura en F8, el
cual regula el ingreso de luz al sensor. Por Gltimo, el ISO en 100 el cual esta relacionado con
la sensibilidad de la pelicula hacia la luz y es conocido también como la velocidad.

La cdmara se ubicd a un metro de altura y medio del rhizotron. Se utiliz6 un tripode
para mantener la misma posicion de la cdmara y se disminuyo la luz sobre la camara y el
rhizotron sujetando una malla al techo del invernadero. Por otra parte, cada rhizotron se
acomodo sobre su lateral derecho en una mesa a 0.7 metros de altura. Estos se posicionaron
en contra de la luz solar para impedir que se generen sombras que puedan dificultar el
analisis posteriormente. La mesa estaba sefialada para que al cambiar de rhizotrén siempre
mantengan la misma posicion y distancia a la cdmara. Se estableci6 esta altura, para enfocar
la cdmara al centro del rhizotron y la separaciéon permitié tomar la imagen fuera del marco,
con lo cual se elimina los bordes redondeados que causa el lente de la cAmara y puede alterar

la realidad de la imagen.
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4.8 Analisis estadistico y variables a medir

Para este estudio, se utilizo el disefio completamente al azar en el que consta con seis
tratamientos y tres repeticiones. En cada rhizotron se sembraron 2 plantas, obteniéndose asi
36 unidades experimentales. Se manejo un solo factor de estudio: cepas de Trichoderma spp.
Adicionalmente, se realizd una comparacion de medias entre todos los tratamientos para
determinar si existe diferencia significativa en comparacion con el control con ANOVA. Para
esto se requirio los resultados obtenidos en las mediciones de la parte foliar de las plantas y el
sistema radicular. Cada tratamiento se analizé en base a métodos no destructivos y métodos
destructivos tanto en el crecimiento foliar, como también en la raiz. Tal como se sefiala a

continuacion:

a) Parte foliar
a. Meétodos no destructivos
1) Altura méxima de la planta, en centimetros.
2) Cantidad de foliolos, se cuantifico el nimero de foliolos.
b. Métodos destructivos
3) Peso fresco del tallo, expresado en gramos.
4) Peso seco del tallo, expresado en gramos.
b) Parte radicular
a. Meétodos no destructivos
1) Longitud de raiz primaria, en centimetros con el software.
2) Longitud de raices secundarias, en centimetros con el software.
b. Métodos destructivos
1) Peso en fresco de raiz, expresado en gramos.

2) Peso seco de raiz, expresado en gramos.
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Para el andlisis de altura, se realiz6 la medicion desde la base del tallo, hasta el punto mas
alto. Mientras que, para la cuantificacion del nimero de foliolos, se utiliz6 un marcador para
ir sefialando los foliolos y que no exista reconteo.

Para el analisis de longitud de la raiz primaria, se utilizd ImageJ como método no
destructivo, de esta manera tener una mejor representacion de la situacion de la raiz. Esto se
debe a que, el método destructivo puede eliminar informacién por pérdida del material o
degradacién del mismo, mientras que este método permite la observacion de la raiz aun en
completo funcionamiento. El andlisis de raices secundarias se cuantifico cada raiz secundaria
excluyendo la raiz primaria que se tomd en consideracion para el anterior analisis.

El peso fresco de la raiz, se obtuvo una vez que se realizd una limpieza completa de la
misma. Se retir6 toda presencia del sustrato al lavarlas con agua. Posteriormente, se secaron
con toallas absorbentes y se pesaron en una balanza analitica con tres decimales de
significancia.

Una vez que se pesaron todas las raices, se realizd una deshidratacion en un horno a
190°C durante 30 minutos. Una vez deshidratadas, se peso con la misma balanza para obtener
los resultados del peso seco de la raiz.

Los resultados fueron analizados utilizando el analisis de varianza (ANOVA por sus
siglas en inglés), el cual permite contrastar hipotesis estadisticas utilizando un criterio de
rechazo y comparandolo con una distribucion probabilistica que en este caso se utiliza la
distribucion F creado por Ronald Fisher (Murciano, 2016). Cada variable se analiz6 con un
test de comparacién multiple, en este caso se utilizo el test de Duncan. Se opto por este test,
ya que este se caracteriza por realizar las comparaciones utilizando una tasa de error del

conjunto de datos y no con la tasa de error individual (IBM, 2010).
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4.9 Software usado para la evaluacion de la arquitectura de las raices

Para este estudio, se utilizd ImageJ por su facilidad de utilizacién y por ser de libre
acceso. Sin bien este programa acepta varios tipos de imégenes, para trabajar en la imagen es
necesario convertirla a un formato establecido por el programa. Este formato (.TIFF) es un
archivo estandar que almacena iméagenes de alta calidad, permitiendo funcionar el software
(Fotonostra, 2010). Posteriormente se necesita transformar la imagen a la orientacion que se
desea trabajar. Mediante una referencia establecida en el rhizotrén o en la imagen, se analiza
el tamafio de pixeles con la herramienta de linea. Una vez establecida la escala, se convierte
la imagen a una imagen de 8 bits la cual cambia los colores a escalas de negros, esto nos
facilita la observacion de la raiz una vez que se invierta el color. Con la imagen invertida, se
utiliza la herramienta de linea segmentada y se va sefialando la raiz. Una vez que se consiga
seleccionar toda la raiz se llama al programa con las teclas (crtl + M) y se genera la medida

del area seleccionada cuantificando los pixeles.

5. RESULTADOS

4.1 Analisis del efecto de Trichoderma spp. en area foliar.

Se realiz6 un andlisis de variables en el area foliar para determinar si Trichoderma spp.
tiene alguna diferencia estadistica al fomentar el crecimiento foliar. En principio, se realizo la
estandarizacion de fotografias del area foliar tal como se muestra en la (figura 2) vy
posteriormente se procedid a la obtencion y analisis de los datos con los métodos no

destructivos y destructivos.
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Repeticidn
/Tratamiento

Control

Figura 2. Fotografias estandarizadas del area foliar comparando los seis tratamientos con tres repeticiones
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En la (figura 2), se pueden apreciar las fotografias estandarizadas de los rhizotrones,

en donde se puede comparar cada tratamiento y repeticion. Se puede evidenciar visualmente

que existe una gran variacion entre repeticiones de un mismo tratamiento. Todas las

fotografias estan alineadas al sustrato para tener una clara perspectiva del tamafio de la parte

aerea de los portainjertos.

Tabla 3. Resultados generales del efecto sobre el crecimiento foliar por parte de Trichoderma en base al
analisis con métodos no destructivos y destructivos. Resultados + representan la desviacion estandar.

Resultados generales del analisis de la parte aérea

Tratamiento/

Método no destructivo

Método destructivo

Peso fresco del

Peso seco del

% de materia

Método
Altura (cm) # de foliolos tallo (g) tallo (g) seca

Control 244 12,7 105,8 + 36,2 11,8+ 2,0 7,5+1,4 63,7%
A 23,2+7,3 89,7 +28,6 10,7 +2,9 7,5+1,6 70,2%
B 33,1+12,8 109,5+48,1 17,0+4,4 11,4+2,3 67,3%
C 28,1+7,1 104,5+3,6 12,5+2,6 8,2+2,3 65,9%
D 32,1+4,8 131,5+35,7 15,3+4,3 10,5+3,0 68,4%
E 23,5+2,6 100 + 14,7 10,7 +2,6 6,5+1,3 61,2%

En la (tabla 3), se puede visualizar la comparacion de los métodos no destructivos y

los métodos destructivos para las variables aéreas analizadas. Se puede distinguir que la cepa

B y D son las que generan mayor altura y produccion de foliolos, lo cual se ve reflejado

posteriormente en el peso de los mismos. Sin embargo, a pesar de que la cepa A mostro los

menores resultados, esta gener6 mayor porcentaje de materia seca que las demas sepas. Lo

que nos indica que las demas sepas tenian tallos con mayor cantidad de agua que tejidos.
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50,00

40,007

30,007

Media Altura

10,00

T

—

0,0

T
[+

Tratamiente

Barras de eror; +- 1 SD

T
i

Media Nimero de Foliclos

28

20000+

15000

100,00

50,00+

R

e

i

et

0.00

T
Corttrel

T
B

T
[+

Tratamiento

Barras de emor +- 1 5D

Figura 3. Analisis de medias de variables por métodos no destructivos en la parte aérea y test de Duncan para
alfa de 0.05% A) altura de tallo (cm) B) Numero de foliolos.

En la (figura 3), se puede observar el analisis de medias, del cual en la seccion A existe

una tendencia por parte de la cepa B y D en generar mayor altura del tallo. Sin embargo, no

se encontro diferencia significativa de acuerdo con el ANOVA (anexo 7). Por otro lado, en el

numero de foliolos, la cepa D es la que predomina en generar foliolos, sin embargo, no se

encontro diferencia significativa de acuerdo con el ANOVA (anexo 7). Por ultimo, se realizd

el test de Duncan el cual demuestra que todas las medias pertenecen al mismo grupo. Tal

como se observa en las dos secciones de la (figura 3), las barras de error muestran la

desviacion estandar obtenida durante el experimento y reflejan una alta variacion. Por ultimo,

se obtuvo el coeficiente de variacion que demostro ser de 23% (figura 3A) y 26% (figura 3B).
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4.1.1 Andlisis con métodos destructivos
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Figura 4. Andlisis de medias de métodos destructivos en la parte aérea. A) peso fresco del tallo (g) B) peso seco
del tallo (g), comparacion de medias con Duncan 0.05%

En la (figura 4) se puede observar el peso fresco y seco del tallo, en el cual en la
seccion A) la cepa B es la que predomina en generar peso fresco de tallo, seguido por la cepa
D vy el control. de acuerdo con el ANOVA (anexo 7) se encontrd que no presentaban
diferencias significativas, esto se validd con el test de Duncan que mostré que todas las
medias pertenecian al mismo grupo. En la seccion B) de acuerdo con el ANOVA (anexo 7) se
encontrd no existe diferencia significativa, pero es un valor cercano a aceptar que existe
diferencia significativa, por lo cual con el test de Duncan se logré6 demostrar que este
resultado se debe a que la cepa B es diferente a la cepa E, sin embargo, la cepa B comparte el
mismo grupo que el control. Se demuestra que en esta seccion la cepa B y D son las que
tienen una tendencia a producir mayor peso seco en tallo. Por ultimo, el coeficiente de
variacion que se obtuvo fue para la seccion A de la figura 4 24% y para la seccion B de la

figura 4 23%.
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4.2 Efectos de Trichoderma spp. en raiz

El analisis del efecto de Trichoderma spp. en la raiz se realizé por métodos destructivos y
no destructivos. Para el método destructivo se analizd el peso fresco y seco de la raiz,
mientras que para el método no destructivo se cuantifico el largo de la raiz principal y

secundarias.

En la (figura 5) se puede observar la fotografia estandarizada de tres rhizotrones mas
representativos, esta imagen esta invertida el color por el software de analisis, y se puede
distinguir claramente las raices con un color negro a comparacion del sustrato que tiene un
color blanco. El recuadro de la parte inferior izquierda en los rhizotrones es la referencia, la
cual se establece antes de invertir la imagen para lograr observar la escala. Se puede observar
como en comparacion al control y la cepa B, la cepa E muestra una menor proliferaciéon de

raices.
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Control B E

Figura 5. Fotografias de rhizotrones mas representativos del efecto de Trichoderma en el crecimiento radicular. Imagen invertida para el analisis con ImageJ



Tabla 4. Analisis general de las variables con método no destructivo y destructivo por el efecto de crecimiento de Trichoderma en raiz Resultados + representan la
desviacion estandar.

32

Tratamiento/

Método No destructivo

Método destructivo

Metodo Ralz. Compar.a}uon Ralz Compar.alcmn % deraiz | % deraiz |Pesofresco| Pesoseco /o de_
primaria | enrelacion al | secundaria | en relacion al rimaria | secundaria raiz (g) raiz (q) materia

(cm) control (cm) (cm) control (cm) P g g seca

Control 39,8+45 0,0 92,1+29,3 0,0 30,2 69,8 23+0,6 1,2+0,5 51,4
A 40,6 +3,3 +0,8 78,6 +9,2 -13,5 34,1 65,9 1,8+0,8 1,0+0,5 52,8

B 444 +25 +4,6 719+224 -20,2 38,2 61,8 40+28 18+14 459

C 40,6 +4)9 +0,8 843+124 -7,8 325 67,5 2,3+0,8 1,3+0,5 55,3

D 374+31 2,4 106,6 + 24,4 +14,6 26,0 74,0 23+10 1,1+0,6 46,6

E 38,3+0,5 -15 61,6 +8,7 -30,5 38,3 61,7 25+05 1,0+0/4 38,6
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En la (tabla 4) se puede observar el anélisis general de las variables, distinguiéndose
en métodos no destructivos y destructivos. Se puede identificar que, en los métodos no
destructivos, la cepa B en comparacion al control tiene una mayor longitud de raiz primaria, a
diferencia de la cepa D que es la que presenta el menor resultado en esta variable. Sin
embargo, en la longitud de raices secundarias, la cepa D es la que tiene el mayor resultado y
la cepa B y E tienen los resultados mas bajos.

En el método destructivo se observa que Unicamente la cepa B es la que tiene mayor
peso. Esto se puede atribuir a que las raices primarias tienen mayor peso que las secundarias.
Sin embargo, se observa que el porcentaje de materia es bajo, lo que nos indica que el peso

también es por la cantidad de agua que tiene la raiz.

5.2.1 Andlisis con métodos no destructivos

150,00
7 ab ab o ab b b ab ab ab ab a b
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E | 2 10000 J
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Figura 6. Analisis de medias del efecto de Trichoderma en raices con método no destructivo A) longitud de raiz
primaria (cm) B) longitud de raices secundarias (cm). Comparacion de medias con test de Duncan al 0.05%

En la (figura 6), se puede identificar la comparacion de medias entre los tratamientos, en
la seccidon A de la (figura 6), se puede observar el analisis longitud de raiz primaria y se
observa que todas las cepas son muy parecidas, sin embargo, la cepa B es la que tiene mayor

tendencia a generar raices primarias, pero no secundarias, adicionalmente esta cepa se



34

diferencia de la cepa B y E en base al test de Duncan. Por lo contrario, en la seccion B de la
(figura 6) se observa que la cepa D es la que genera mayor cantidad de raices secundarias,
pero no primarias, esta cepa se diferencia Unicamente con la cepa E en base al test de
Duncan. Esto nos indica que las cepas de Trichoderma spp. pueden cambiar la arquitectura
de la raiz y se encontrd en este estudio que a pesar de que las dos son Trichoderma
harzianum tienen un efecto contrario en la raiz. No obstante, de acuerdo con el ANOVA
(anexo 7'), no se encontrd diferencia significativa en ninguna seccion. Por ultimo, se obtuvo
el coeficiente de variacion que para la seccion A de la figura 6 es 7% y la seccion B de la

figura 6 es 21%.

5.2.2 Anélisis con métodos destructivos
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Figura 7. Anélisis de medias del efecto de Trichoderma en raices por método destructivo A) Peso fresco de raiz
(g) B) Peso seco de raiz (g). Comparacion de medias con test de Duncan al 0.05%

En la (figura 7) se puede observar los métodos destructivos, en donde tanto la seccion A
de la (figura 7) como la seccion B (figura 7) muestran a la cepa B con el mayor peso fresco y
seco de raiz. Sin embargo, de acuerdo con el ANOVA (anexo 7) no se logré encontrar
diferencia significativa y el test de Duncan nos indica que todas las medias de las dos
secciones pertenecen al mismo grupo. Por ultimo, se obtuvo el coeficiente de variacion que

para la seccién A de la figura 7 es 42% vy la seccién B de la figura 7 es 53%.
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6. DISCUSION

Tras analizar los resultados, no se logré encontrar diferencia significativa en el
analisis con ANOVA para ninguna de las variables analizadas. El que no exista una
diferencia significativa, puede deberse a la alta variacion de los tratamientos entre las
repeticiones, lo se evidencia en los altos coeficientes de variacién de hasta el 53%. Es
importante recalcar que, si bien el coeficiente de variacion es un buen indicador del
comportamiento de los datos de las variables de respuesta. Gomez y Martinez (1984)
seflalan que para experimentos en el campo se puede considerar un C.V. bajo cuando es
menor al 10%, medio cuando se encuentra entre 10% y 20%, alto cuando se encuentran
entre 20% y 30% y muy alto cuando sobrepasan este valor. En este estudio la Unica
variable con coeficiente bajo es la longitud de raiz primaria, luego todos los coeficientes
de variacion se encuentran entre medio, alto y muy alto. Esta variacion que existe entre
repeticiones provoca que no exista una diferencia significativa a pesar de que se muestre
una tendencia por parte de dos cepas (B y D).

Al realizar las mediciones de la raiz utilizando los métodos tanto destructivos y no
destructivos, se puede observar que la obtencion de datos por medio de los métodos no
destructivos se facilita gracias al uso de un software a comparacion de los métodos
destructivos que implican manipular la raiz directamente. Debido a esto, con los métodos
destructivos se pierde mucha informacién al destruirse la muestra, aun cuando se
manipule con el mayor cuidado. La fragilidad de las raices al momento de su lavado,
puede representar una mayor variacion en la cuantificacion. Por otro lado, con los
métodos destructivos es imposible cuantificar la estructura de la raiz. Con estos métodos
no se puede diferenciar la distribucion de la raiz; y, debido a la rapida deshidratacion de

la raiz, se pierde tamafio y color caracteristico de las raices primarias y secundarias por lo
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cual no se puede diferenciarlas. Tal como se establecid antes, existen softwares
especializados que entregan informacién en base al color de la raiz, lo cual es un gran
indicativo de la cantidad de raices vivas.

Existen investigaciones en donde se ha encontrado que Trichoderma spp. mejora la
generacion de raices secundarias, terciarias y cuaternarias en algodon transgénico. En
dicha investigacion se encontr6 una mejora progresiva desde el 46% en secundarias hasta
el 98% en cuaternarias (\Vargas et al., 2012). Por otra parte, existe un estudio en el que se
determiné que Trichoderma atroviride genera IAA e incrementa el peso fresco tanto en
raiz como tallos de tomate (Gravel et al., 2007). En otro estudio se determind que la
produccion de 1AA no es el Unico factor que fomenta el crecimiento en raices, ya que se
probaron varias cepas de Trichoderma spp. y se encontrd estimulacion de raiz, pero tanto
en cepas que producian este compuesto como en las que no. Se atribuye el crecimiento en
este caso a otros mecanismos de accion como puede ser la alta competencia (Hoyos et al.,
2009). Esto nos indica que se ha encontrado que Trichoderma spp. tiene un efecto sobre
el crecimiento de raices en varias especies. En el presente estudio, se encontré que la
cepa B produce un aumento del 12 % en raices primarias en comparacion al control,
mientras que la cepa D produce un aumento del 15% en raices secundarias en relacion al
control, lo que nos indica que las dos cepas de Trichoderma harzianum cambian la
arquitectura de la raiz.

Tras disefiar los rhizotrones, se pudo encontrar que el material usado y el grosor del
vidrio eran ineficientes si estas estaban en constante movimiento. Sin embargo, ya que en
este estudio el movimiento era minimo, este disefio era suficiente para soportar la presion
del suelo tras la inclinacion del rhizotron. Adicionalmente, el disefio del rhizotron al
momento de estandarizar el proceso de fotografia permitié la remocién del vidrio sin

causar ninguna perturbacion a las raices, lo representa un gran beneficio al no tener
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reflejos en las fotografias tal como se puede observar en otras investigaciones (Guzméan &
Gutiérrez, 2015). Si bien Guzméan y Gutiérrez (2015) proponen que se puede alterar el
angulo focal para mejorar la calidad de imagen por el reflejo que causa el vidrio, un
método mas simple fue disefiar el rhizotrén con un marco de menor grosor para que se
pueda remover el vidrio sin alterar las raices.

En este estudio se utilizé un sustrato con una composicion de: suelo para uso agricola,
suelo negro y cascarilla de arroz en una relacion de 1:1:2 respectivamente. Este sustrato
demostré un buen desempefio, al permitir el desarrollo radicular, al demostrar
caracteristicas de retencion de humedad y a su vez mayor porosidad, previniendo que se
forme suelos compactados que dificulten el crecimiento de la raiz. Por otra parte, tal
como Imbaquingo (2002) sugiere el mejor sustrato para un correcto desarrollo en raices
para el patron Natal Brier es suelo negro y cascarilla de arroz chamuscada, en una
proporcion de 3:1. En este estudio se comprobo que existe un buen resultado con una
menor relacion de tierra negra y cascarilla. Sin embargo, ya que este sustrato demostro
tener excelentes propiedades, esto permitié al control obtener un desarrollo radicular
favorable, alcanzando su potencial maximo con el sustrato y al compararlo con los
tratamientos no se pueda encontrar diferencias significativas y solo se pueda evidenciar
cierta tendencia por parte de las cepas B y D para promover el desarrollo foliar y
radicular.

En el presente estudio, se decidié realizar la cuantificacion de las raices con el
software ImageJ, ya que es un programa de libre uso, este utiliza la tecnologia de Java
para realizar el andlisis de las imagenes. Este es un software manual, lo cual indica que es
necesario que el usuario sea quien defina las selecciones y realice las mediciones. Existen
otros programas como Winrhizo, que es un software especializado en la medicion de

raices analizando por el color de los pixeles, lo cual lo hace un programa automatico, en
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este Unicamente el operador tiene que poner la referencia del tamafio de imagen y
cuantifica una gran cantidad de variables. Sin embargo, debido a los costos que
representaba este programa no se pudo realizar el andlisis utilizando esta tecnologia.

En este estudio, fue necesario crear la metodologia para la obtencién de las imagenes
de los rhizotrones, para esto se solicitd la capacitacion de Bernardo Rampon (fotégrafo
profesional). Se establecié todo el set fotografico para obtener imagenes sin distorsiones y
con la misma distribucién. En otros estudios de raices, se han utilizado escaner para la
obtencién de imagen con un tamafio establecido, pero en estas investigaciones se
analizaban raices sembradas en medios de cultivo s6lidos o mediante analisis destructivos
(Root lab, 2010). Se prob6 obtener la imagen con escaner a través del vidrio y sin vidrio,
pero no se consiguié la misma calidad de imagen que con la fotografia y principalmente
el tamafio del escaner era muy reducido para obtener toda la raiz en una misma imagen.
Es por esto, que al utilizar fotografias estandarizadas, se logré obtener imagenes de

calidad.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo con el ANOVA para los métodos no destructivos de la parte aérea, no se
encontrd diferencia significativa. Sin embargo, se encontrd una tendencia por parte de
Trichoderma harzianum (B, D) en generar una mayor altura y nimero de foliolos que el
control.

De acuerdo con el ANOVA para los métodos destructivos de la parte aérea, no se
encontrd diferencia significativa. Sin embargo, se encontré una tendencia por parte de
Trichoderma harzianum (B, D) en generar una mayor peso fresco y seco que el control.
De acuerdo con el ANOVA para los métodos no destructivos de la parte radicular, no se
encontro diferencia significativa. Sin embargo, se pudo encontrar que la cepa B 'y D
tienen diferente efecto sobre la arquitectura de la raiz, en donde la cepa B genera mayor
cantidad de raices primarias, mientras que la cepa D genera mayor produccion de raices
secundarias.

De acuerdo con el ANOVA para los métodos no destructivos de la parte radicular, no se
encontrd diferencia significativa. Sin embargo, existe una tendencia por la cepa B en
generar mayor peso.

Se disefio, construyd y uso rhizotrones para este estudio, un método no usado antes en
Ecuador.

Se encontrd que la composicion del suelo tuvo un gran beneficio para el desarrollo de la
raiz, lo que pudo causar que el control tenga un buen desarrollo y no se logre encontrar
diferencia significativa con los tratamientos.

Para la obtencién de fotografias se logro establecer una metodologia que permitié obtener
iméagenes de calidad de los rhizotrones, lo que permitié un correcto estudio con métodos

no destructivos.
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8. RECOMENDACIONES

e Para el disefio y construccion de los rhizotrones, se puede invertir en mejores
materiales, que soporten mas estudios. Por otra parte, si los rhizotrones van a estar en
constante movimiento, se recomienda establecer un marco mas grueso que impida el
desplazamiento del mismo, a su vez un vidrio con mayor grosor.

e Realizar mas repeticiones para lograr encontrar una diferencia significativa debido al
alto coeficiente de variacion, usando las cepas que mostraron una mejor tendencia.

e Llevar a cabo una fertilizacion, para ver la interaccion Trichoderma spp. con un
sustrato rico en nutrientes.

e Es muy importante, realizar el analisis utilizando un software como Winrhizo en la
medicion de raices, para obtener datos mas representativos de la situacion en vivo de la raiz.

e Realizar una prueba con una mezcla de las cepas B y D para distinguir su funcion en
la produccion de raices.

e Probar suelos de floricolas de todo el pais, para estudiar el comportamiento de la raiz

con las diferentes propiedades macromorfol6gicas del suelo.
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Anexo 2 Llenado de los rhizotrones con el sustrato establecido
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Anexo 4. Esquema de inoculacidn de Trichoderma spp. para todos los tratamientos
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Anexo 5. Cuantificacion de raiz primaria con ImageJ
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Anexo 6. Cuantificacion de raices secundarias utilizando ImageJ
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Resultados:

Anexo 7. Andlisis de varianza de todas las variables

ANOVA PARA TODAS LAS VARIABLES

Suma de Media
G.L cuadrados | cuadratica F Sig.

A|I;l:1rtz de Tratamientos 5| 292,311| 58,462 1,158 384
" Exoerimental 12| 605908| 50,492

Total 17| 898,219
Ndmero de Tratamientos 5| 2890,167 578,033 584 712
foliolos Error

Experimental 12 (11878,333| 989,861

Total 17 | 14768,500
Peso fresco | Tratamientos 5 101,833 20,367 1,937 ,161
del tallo Error

Experimental 12| 126,167 10,514

Total 17| 228,000
Pe”SO seco del | Tratamientos 5 55,172 11,034 2,550 ,085
tallo

E;rgérimemal 12| 51,925 4,327

Total 17| 107,096
Peso fresco | Tratamientos 5 8,278 1,656 ,939 491
de laraiz

E;rgérimemal 12 21,167 1,764

Total 17 29,444
Peso seco de | Tratamientos 5 1,594 319 601 701
la raiz

E:(rp?errimental 12 6,368 531

Total 17 7,962
Longitud de | Tratamientos 5 88,384 17,677 1,918 ,165
e primana E;rgerrimema, 12| 110,583 9,215

Total 17| 198,968
Longitud de | Tratamientos 5| 3728,433| 745,687 1,973 ,155
raices Error
secundarias Experimental 12| 4535,692| 377,974

Total 17| 8264,125




Anexo 8. Test de Duncan para todas las variables al 0,05%
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Test de Duncan para todas las variables
Cepa 1 Cepa N 1 2
A 3| 23,1667 E 3 6,5267
E 3| 23,4500 A 3 7,4917 7,4917
Control 3| 24,4167 | peso seco |Control 3|  7,5417 7,5417
Altura
C 3| 28,0833 tallo C 3| 82350 8,2350
D 3| 32,1167 D 3| 10,4833 | 10,4833
B 3| 33,0833 B 3 11,4400
Sig. ,148 Sig. ,055 ,055
Cepa 1 Cepa N 1 2
A 3| 89,6667 D 3| 37,3787
E 3| 100,0000 E 3| 38,3167
Nimero | C 3| 104,5000| Longitud | Control 3| 39,8033| 39,8033
f de Control 3| 105,8333 ratz c 3| 40,5917 | 40,5917
oliolos ' primaria ' '
B 3| 109,5000 A 3| 40,6167| 40,6167
D 3| 131,5000 B 3 44,3800
Sig. ,166 Sig. ,255 112
Cepa 1 Cepa N 1 2
A 3| 10,6667 E 3| 61,6077
E 3| 10,6667 B 3| 71,8533 | 71,8533
Peso | Control 3| 11,8333| Longitud |A 3| 785947 | 78,5947
fresco g 3| 12,5000 raices g 3| 84,2710 84,2710
tallo , secundarias ' '
D 3| 15,3333 Control 3| 92,0700| 92,0700
B 3| 17,0000 D 3 106,6453
Sig. ,052 Sig. ,105 ,068
Cepa 1 Cepa N 1
A 3 1,8333 E 3 ,9650
Peso Control 3| 23333 A 3 ,9683
fresco | C 3| 2,3333| Pesoseco |D 3| 11,0883
raiz D 3 2,3333 raiz Control 3 1,1983
E 3 2,5000 c 3 1,2900
B 3 4,0000 B 3 1,8367
Sig. ,096 Sig. ,209




