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RESUMEN

A fin de evaluar el efecto de dos métodos de aplicacion de Trichoderma harzianum Rifai
como biofertilizante sobre el crecimiento de maiz (Zea mays L.) durante la fase
vegetativa en condiciones controladas, se llevd a cabo una investigacion donde se
establecieron cinco tratamientos, realizando aplicaciones directas al suelo de 0,4 gy 0,8
g de esporas secas de T. harzianum Rifai Unicamente antes de sembrar, aplicaciones al
suelo de 0,4 gy 0,8 g de esporas secas del hongo y 5 cc por planta de una solucion de
1 x 10° UFC/g del hongo cada 15 dias. Se utilizaron plantas sin aplicacién del hongo,
como testigo, realizando solo fertilizacibn quimica. Se realizaron evaluaciones de
variables en las plantas, tales como altura, diametro del talo, nimero de hojas, area
foliar, peso seco de hojas, tallo y raiz, biomasa seca total con frecuencia semanal
desde los 9 dias después de la siembra (dds) hasta los 59 dds y para fotosintesis a los
32 y 55 dds. Se realizé un andlisis de varianza y prueba de medias. Se observé que
existe un efecto de los métodos de aplicacion de Trichoderma harzianum sobre el
crecimiento de las plantas, ya que se obtuvieron diferencias (P<0,05) entre los
tratamientos. Las plantas que recibieron 0,8 g de esporas secas mas aplicaciones de
solucién del hongo cada 15 dias presentaron mayor altura de plantas que el resto; para
namero de hojas solo se observaron diferencias a los 31, 38 y 45 dds, siendo las
plantas del tratamiento 4 que presentaron mayor numero de hojas que el resto de los
tratamientos. Los tratamientos que presentaron mayor diametro del tallo fueron los que
se les aplico las esporas secas del hongo. Durante los primeros tres muestreos las
plantas que recibieron aplicacion del hongo en solucién mostraron mejores valores de
AF, en el cuarto y quinto muestreo las plantas con mayor AF fueron las que recibieron
esporas secas a mayor dosis y a menor dosis, respectivamente; manteniendo la
tendencia para los Ultimos muestreos las plantas con la aplicacion del método en
solucion de mayor valor para esta variable. Adicionalmente, se observa un efecto del
método de aplicacion del hongo sobre la acumulacion de biomasa seca total, donde de
manera general de las plantas de maiz que recibieron esporas secas en el suelo son
las que presentaron mayor acumulacién de biomasa que los tratamientos con aplicaciéon
del hongo en solucién. La fotosintesis también se vio afectada con los tratamientos de
métodos de aplicacion del hongo ya que a los 31 dds las plantas que se les aplico el
hongo en solucion cada 15 dias presentaron mayor tasa fotosintética; en el segundo
muestreo que coincide con el inicio de la fase reproductiva, las plantas que solo se les
aplicé fertilizante son las que presentaron mayor tasa fotosintética, seguido por las que
se les aplic6 0,4 g de esporas secas al suelo.

Palabras clave: maiz, biofertilizantes, crecimiento, aplicacion, fotosintesis.
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INTRODUCCION

El uso indiscriminado de productos agroquimicos, ocasiona graves problemas de
deterioro en el medio ambiente, desencadenando consecuencias negativas sobre los
suelos y la produccion agricola en general; promoviendo el disefio y desarrollo de
alternativas para el control de malezas, plagas y enfermedades, asi como para la
fertilizacion de los suelos, con menor impacto ambiental (Ruiz, 1994). El uso excesivo
de fertilizantes perjudica el desarrollo adecuado de las plantas, provocando el acamado
de los cultivos y disminuyendo el rendimiento; constituyendo ademas, un riesgo

potencial para la salud humana y animal (Almaguer, 2013).

Por otro lado, aunque se adicionen fertilizantes, una parte de estos no puede ser
absorbida por las raices; es alli cuando los microorganismos presentes en los suelos
desempeiian un papel importante, pues pueden transformar estos nutrientes para que
sean utilizados por la planta y permitir su crecimiento y desarrollo vegetativo de forma
eficiente, evitando asi su aprovechamiento por pérdidas por lixiviacion y escorrentias o

por falta de disponibilidad del nutriente (Sharman et al., 2013; Almaguer, 2013).

Cabe destacar que el maiz (Zea mays L.) es uno de los cereales mas cultivados en el
mundo, con una produccion para el afio 2015 de 988,08 millones de toneladas, siendo
Estados Unidos el mayor productor, con 361.091.000 de toneladas, segun lo destaca el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos; en segundo lugar se encuentra
China con 215.500.000 toneladas. El maiz, es uno de los cereales que posee el mas
alto potencial para la produccion de carbohidratos, ocupando en primer lugar el arroz
con un 81%, segundo lugar el maiz con un 73% y en tercer lugar el trigo con 70%
(Prieto et al., 2005). En Venezuela es componente esencial en la dieta, porque aporta
del 20 al 30% de sus calorias totales. Su consumo per Capita en 2010 fue de 41.6
kg/per/afio (FEDEAGRO, 2014).

Un punto particularmente importante para promover el cultivo de maiz se ha enfocado
en la fertilizacion mineral, por la eficiencia de aplicacion, sinGnimo de minimizacion de
pérdidas de nutrientes en el ambiente, sin sacrificar los rendimientos del cultivo, lo

contrario a una fertilizaciébn desequilibrada que produce contaminacién de algunas



areas o0 subfertilizacion, pérdida de rendimientos y/o calidad (FAO, 2000). De alli la
importancia de aumentar las respuestas de la produccion agricola para la alimentacion
humana, disminuyendo el uso de agroquimicos y con ello, promover el desarrollo de
nuevas alternativas biotecnoldgicas. El incremento del interés en el aprovechamiento de
los microorganismos benéficos del suelo, podra promover el crecimiento de las plantas,

y en algunos casos también evitar el ataque por patdogenos (De Garcia, 1996).

Para el desarrollo de biofertilizantes es necesario considerar el mecanismo microbiano
involucrado en la promocion del crecimiento de la planta (Pefia y Reyes, 2007). El
género Trichoderma puede mejorar el desarrollo del simbionte micorrizico e influir sobre
el crecimiento de la planta sin alterar las condiciones naturales de los suelos ni
disminuir la calidad de los nutrientes y minerales que se encuentran en los mismos,
contrario a los efectos nocivos que ha venido causando el uso de agroquimicos y
fertilizantes minerales (Sosa et al., 2006).

Estas consideraciones han tomado importancia en las ultimas décadas, buscando la
estabilizacion de los sistemas de produccién a largo plazo; mediante una alternativa de
biofertilizacidbn con microorganismos en el suelo, la cual se ha considerado como un

componente del manejo integrado de la nutricién vegetal (Neyra et al., 2013).

En esta investigacion se evalud el efecto de dos métodos de aplicacion de Trichoderma

harzianum Rifai sobre el desarrollo y crecimiento de maiz en la fase vegetativa.



OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar el efecto de dos métodos de aplicacion de Trichoderma harzianum Rifai como
biofertilizante sobre el crecimiento de plantas de maiz (Zea mays L.) durante la fase

vegetativa en condiciones controladas.
Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto de Trichoderma harzianum Rifai sobre las variables
morfoldgicas altura, diametro del tallo y nimero de hojas de plantas de maiz en
etapa vegetativa utilizando dos métodos de aplicacion bajo condiciones

controladas.

2. Determinar el efecto de Trichoderma harzianum Rifai sobre las variables de de
crecimiento, tales como acumulacion de biomasa seca y area foliar de plantas de

maiz empleando dos métodos de aplicacion bajo en condiciones controladas.

3. Evaluar el efecto de Trichoderma harzianum Rifai sobre la fotosintesis en plantas

de maiz bajo en condiciones controladas.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Generalidades del cultivo de maiz

El maiz es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se conocen. La planta de
maiz forma parte de la familia Poaceae (Gramineae) tribu Maydeae, y es la Unica
especie cultivada del genero Zea; otras especies de este género son comunmente
conocidas como teosinte. El maiz, es la Unica especie de Maydeae de gran importancia

econdmica, ademas de ser una planta completamente domesticada (FAO, 2014).

En Venezuela, seguin FONAIAP (1990), se cultiva maiz en casi todo el territorio
nacional, en distintas topografia y en distintas altitudes; es el cereal de mayor
importancia como producto basico de la alimentacién, con un aporte proteico de 6,5

g/personal/dia y aporte calérico de 316 calorias /persona/dia (Segovia y Alfaro, 2009).

Las asociaciones de productores de Venezuela para el periodo 2010-2014 sefialaron
gue para el afio 2012 se observa en las cifras una disminucién en la produccion
nacional, representado por 1.752.513 toneladas, en comparaciéon con los afos
anteriores 2010 y 2011 en los cuales la produccién fue de 2.496.207 toneladas y
2.117.710 toneladas, respectivamente, mientras que para el ailo 2013 se observa un
incremento en la produccidn, valores de 2.247.044 toneladas (FEDEAGRO, 2014).

Fenologia del cultivo de maiz

Este cultivo se desarrolla en dos estadios, uno vegetativo y el otro reproductivo, el
estadio vegetativo comienza al momento en que la semillas entran en contacto con el
suelo humedo y se imbibe o absorbe agua. Cabrera y Garcia, (2007); Fassio et al.,

(1998), definen las siguientes etapas, que corresponden los dos estadios:

EO: emergencia de la planta. E1/V4: cuatro hojas totalmente emergidas: 2 semanas
después de la emergencia de la plantula. E2/V8: ocho hojas totalmente emergidas: 4
semanas después de la emergencia de la planta. E3/V12: doce hojas totalmente
emergidas: 6 semanas después de la emergencia de la planta. E4/V16: dieciséis hojas

totalmente emergidas: 8 semanas después de la emergencia de la planta. R1 (barba)



estadio reproductivo. R2 grano es estado de ampolla: aproximadamente 10-14 dias
después de emergencia de barbas. R3 grano lechoso: 18-22 dias después de
emergencia de barbas; R4 (pastoso) 24-28 dias después de emergencia de barbas. R5
grano dentado: 35-40 dias después de emergencia de barbas y R6 (madurez

fisiologica): 55-65 dias después de emergencia de barbas.
Caracterizaciéon del Género Trichoderma.

El género Trichoderma se clasifica en Reino Fungi, Divisibn Eumycota, Subdivision
Ascomycotina, Clase Euascomycetes, Orden Hypocreales, Familia Hypocraceae y
Género Trichoderma. Estos hongos se caracterizan por predominar en los ecosistemas
terrestres. El género Trichoderma se pueden encontrar en la rizosfera, donde son
capaces de competir por nutrimentos y espacio con otros microorganismos; algunas
especies son de vida libre en el suelo, oportunistas, simbiontes de plantas, y otras son
micoparasitas. Ademas, pueden colonizar distintos ambientes, debido a su alta
capacidad reproductiva (Argumedo et al., 2009). Trichoderma produce tres tipos de
propagulos; hifas, clamidosporas y esporas (conidios). Este hongo ha despertado
interés en su estudio debido a su capacidad antagonista que presenta ante hongos
fitopatogenos; dentro de los mecanismos de control tenemos la competencia por

nutrientes o espacio y el micoparasitismo y la antibiosis (Agamez et al., 2008).

Efecto del Trichoderma sobre el crecimiento de las plantas

Se evaluo en plantas de maiz el efecto de dos métodos de aplicacion de T. harzianum
Rifai; el primero, aplicacion de micelios secos del hongo en el suelo y el segundo fue el
tratamiento de las semillas con una solucién del hongo antes de siembra, sobre la
promocion del crecimiento y el vigor, observandose resultados visibles y cuantificables
con respecto al tratamiento control, mostrando resultados favorables en la aplicacion de
solucion de T. harzianum Rifai. Se reporté que al aplicar el hongo, hubo incremento en
la altura de la planta, longitud de la raiz, nimero de hojas por planta, area de las hojas,
peso fresco y seco, aéreo y radical, en comparacion con el tratamiento control.
(Akladious y Abbas, 2012).



También se ha evaluado el efecto estimulante de T. harzianum Rifai sobre el
crecimiento de la raiz de plantas de maiz, reportando que las plantas tratadas con el
hongo presentaron mayor numero de brotes y raices; hasta dos veces mas largas que
las plantulas del tratamiento control, lo que permite un mayor alcance a los nutrientes

gue se encuentran en el suelo (Harman et al., 2004).

Por otra parte, en trigo (Triticum aestivum L.), se cuantificO un aumento de 1,8 a 7 en el
namero de macollos a los 60 dias después de la aplicacion de Trichoderma harzianum;
observandose una diferencia considerable con respecto al tratamiento control
(Sharman et al., 2012).

En tomate, se aplicaron distintos tratamientos para comprobar la capacidad
bioestimulante del Trichoderma; reportando que biopreparados liquidos del hongo
aplicados en las hojas, aun cuando no sean portadores de conidios, mostraron un
efecto bioestimulante sobre el desarrollo de las plantas de tomate, por la presencia de
metabolitos secundarios u otros subproductos de la fermentacion que inducen ese
efecto (Pérez et al., 2013).

También en tomate, se pudo corroborar que con la aplicacion de T. harzianum Rifai en
semillero, se obtuvieron plantulas con mayor altura, biomasa aérea fresca y seca,
longitud de raices, biomasa radical fresca, contenido de humedad, volumen y densidad
de raices, al compararlas con las del tratamiento sin aplicaciéon del hongo (Jiménez et
al., 2011).

Organismos del género Trichoderma también causan un efecto de solubilizacion de la
roca fosforica, presentando un efecto positivo con respecto al tratamiento sin aplicacion
del hongo; esta solubilizacion es ocasionada por un aumento en la concentracion de

calcio (Ca) soluble (Altomare et al. 1999).

Por otra parte, otros investigadores cuantificaron la solubilizacién del fosfato utilizando
cinco tratamientos: dos cepas nativas de Trichoderma aisladas en suelo sembrado de
caucho de una localidad (RB-NST-003 y RB-NST-028); dos cepas aisladas de campo
forestal del lugar bajo estudio (FR-NST-009 y FR-NST-353) y la cepa comercial CB-Pin-
01, donde; FR-NST-009 proporcioné la mayor P-solubilizacion (80,25%), seguido por



FR-NST-353 (77,51%), CB-Pin-01 (66,91%), lo cual muestra un efecto positivo de la

solubilizacion del fosforo por parte de este hongo (Athakorn et al., 2014)

Se pudo observar la capacidad del mencionado género para estimular la germinacion
de las semillas de café, las cuales presentaron un porcentaje de germinacién que oscilé
entre 34,2 % y 39,2 % a los 50 dias de la siembra mostrando diferencias significativas

con respecto al testigo que presentd 31,8% de germinacion (Cupull et al., 2003).

Otros investigadores afirman que Trichoderma virens es capaz de producir los
compuestos indolicos indol-3-acético (IAA) y el indol-3-etanol, que pueden desempefar
papeles en la promocion de crecimiento de la planta (Hexon et al., 2009). También se
ha encontrado que la germinacion de semillas de pepino aumento con la aplicacion de
Trichoderma, lo cual puede ser debido a la secrecidn hormonal como giberelinas y
auxinas (Akhtar et al., 2007).

En un experimento en condiciones de laboratorio e invernadero, con el propdsito de
evaluar el efecto de la cepa nativa TCN-014 y la cepa comercial TCC-005 de
Trichoderma harzianum sobre la germinacién y el crecimiento temprano de parchita,
utilizando tres concentraciones del hongo en suspensién en capsulas de petri (10*,10°
y 10° conidios/ml) y un tratamiento control (agua destilada) y sembrando luego las
semillas germinadas bajo condiciones de invernadero. Los autores reportaron que todos
los tratamientos estimularon la germinacion y el desarrollo de las plantulas; sin embargo
la cepa nativa en concentraciones 10° y 10® conidios/ml mostré resultados superiores

frente a la cepa comercial (Cubillos et al., 2009).

En otra investigacién se demostré como las aplicaciones programadas de T. harzianum
Rifai, influyeron sobre el desarrollo y crecimiento de una linea de caraota bajo
condiciones controladas, donde se encontréo que las aplicaciones cada 15 y 20 dias
fueron las que resultaron superiores en cuanto al crecimiento del cultivo (Martinez,
2014).



MATERIALES Y METODOS

Ubicacién: el ensayo se llevé a cabo en el Invernadero y Laboratorio de Fisiologia
Vegetal del Instituto de Botanica Agricola de la Facultad de Agronomia de la UCV en

Maracay, estado Aragua.

Material vegetal: se emplearon semillas hibridas de maiz blanco Sorento de Syngenta
adquiridas en Agropatria. El cual se caracteriza por poseer tusa y granos de color
blanco, semicristalino, el rendimiento del endospermo es de 74,31%, la altura de la
planta es de 268 cm y la ubicacion promedio de la mazorca en la planta es a 124 cm.
Las mazorcas son de forma conica. La inflorescencia ocurre a los 55 dias; la cosecha
se debe realizar a los 135 dias después de la siembra aproximadamente. Este posee
excelente anclaje es tolerante al volcamiento, ademas la mazorca cuentan buen tamafio
(Syngenta, 2016).

Manejo del Experimento

Una vez realizada la prueba de germinacion y la comprobacion de viabilidad y vigor de
las semillas, las mismas fueron esterilizadas superficialmente por inmersion en etanol al
70 % durante 2 min y luego en hipoclorito de sodio al 0.2% durante 3 min (Akladious y
Abbas, 2012). Se lavaron varias veces con agua destilada estéril y luego fueron
sembradas en bolsas de 30 kg con suelo homogéneo; antes de la siembra se realiz6

analisis fisicos y quimicos al mismo (Cuadro 1).

Se colocaron 3 semillas por bolsa, previamente identificadas con el tratamiento y la
repeticion; una vez emergidas las plantulas se realizd entresaque para dejar sélo la

plantula mas homogénea y vigorosa. Las plantas fueron regadas diariamente.

El ensayo se realiz6 hasta el estadio vegetativo E4/V16: dieciséis hojas totalmente

emergidas a 8 semanas después de la emergencia de la planta.

Se aplicaron las labores de control de maleza manual, se observaron presencia de
hormigas la cuales fueron controladas con PROPULXUR 2 -(1-Metiletoxi) fenil-
metilcarbonato (PLAGATOX Mata hormigas), en el caso del cogollero se realizé de

forma manual, ya que las observaciones fueron diarias.



Cuadro 1. Caracteristicas del suelo usado en el ensayo

Clase N P K Ca Mg (mg.Kg™)
Textural (%) (mg.Kg™) (mg.Kg?) | (mg.Kg™)
Fa 0,18 206,77 Muy 148,8 Muy 1104 Alto 116,8 Alto
alto alto

Fuente: Laboratorio General de Suelos. Universidad Central de Venezuela. Facultad de
Agronomia. Instituto de Edafologia. 2015

Tratamientos

Se evalué el efecto de dos métodos de aplicacion del producto Trico Plus A® a la dosis

comercial de 1 x 10** UFC/gramo de Trichoderma harzianum (Cuadro 3).

Se realizaron aplicaciones directas al suelo de 0,4 g y 0,8 g de esporas secas de T.
harzianum por bolsa de 30 kg antes de sembrar; aplicaciones directas al suelo al inicio
de la siembra, y aplicaciones de 5 cc por planta de una solucién de 1 x 10° UFC/g de T.
harzianum cada 15 dias durante todo el ensayo (Martinez, 2014). Se utilizaron plantas
sin aplicacion del hongo, como testigo, donde sdlo se le realizo fertilizacion quimica de
acuerdo con el aporte nutricional que present6 el suelo y a las necesidades del cultivo
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Necesidades nutricionales del cultivo de Maiz

Cultivo N P K Ca Mg S
(kg.ha?) | (kg.ha™) | (kg.ha®) | (kg.ha™) | (kg.ha') | (kg.hat)
Maiz 100 60 40 23 25 20

Fuente: Bonilla (2009)




Cuadro 3. Tratamientos de Trichoderma harzianum a aplicar

Tratamientos Método de aplicacion
TO Testigo, so6lo con fertilizacion quimica
T1 Aplicacién de 0,4 g de esporas secas de T. harzianum. 30kg suelo™

al inicio de la siembra.

T2 Aplicacién de 0,8 g de esporas secas de T. harzianum. 30kg suelo™

al inicio de la siembra.

T3 0,4 g de esporas secas de T. harzianum. 30kg suelo™ y aplicacién de
solucién del hongo cada 15 dias

T4 Aplicacion de 0,8 g de esporas secas de T. harzianum.30kg suelo™ y

aplicaciéon de solucion del hongo cada 15 dias.

Variables evaluadas

Variables morfo-fisiolégicas y de crecimiento:

Se realizaron muestreos destructivos en las siguientes fechas: 9, 16, 24, 31, 38, 45, 52
y 59 dias después de la siembra (dds) a todas las plantas de la unidad experimental de

cada tratamiento:

v' Altura de la planta (cm): se realizé la medicion de la altura utilizando el siguiente
criterio: desde el cuello de las plantas hasta la ultima hoja de la misma a tres
plantas marcadas desde el inicio del ensayo en muestreo no destructivo.

v Numero de hojas totales: se cont6 el nimero total de hojas fotosintéticas activas,

totalmente expandidas de cada planta.

v' Diametro del tallo (cm): se determin6 con el instrumento de medicion vernier en
el segundo entrenudo del tallo de la planta de maiz a tres plantas marcadas desde

el inicio del ensayo en muestreo no destructivo.

v Area foliar (cm?): se determiné el area foliar (AF) a todas las hojas con un medidor

automatico de area marca Meter, modelo CI-2002.
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v' Peso seco de las hojas (g): una vez contadas las hojas, se procedié a separarlas
del tallo para colocarlas en una estufa Memert, Mod. U40 a 70°C por 24 horas para
determinar el peso seco, utilizandose una balanza analitica Marca Ainsworth,
modelo 300.

v Peso seco del tallo (g): una vez separadas las hojas del tallo, se procedi6 a
colocar el tallo en bolsas de papel y estas fueron colocadas en una estufa Memert,
Mod. U40 a 70°C por 24 horas para determinar el peso seco, utilizandose una

balanza analitica Marca Ainsworth, modelo 300.

v Peso seco de las raices (g): a las raices de las plantas se les removio
cuidadosamente el suelo por lavado y se procedid a colocarlas en una estufa
Memert, Mod. U40 a 70°C por 24 horas para determinar el peso seco utilizandose

una balanza analitica Marca Ainsworth.

v Biomasa total (g): para la determinacion de la biomasa total se realizd la

sumatoria del peso de las estructuras.

Fotosintesis en plantas bajo condiciones controladas

Para realizar la medicion de la fotosintesis, se utiliz6 el equipo LCi Portable
Photosynthesis System, Marca ADC BioScientific Ltd, analizador de gases infrarojo
(IRGA) con sistema abierto portatil para uso en campo. Se medié el ambiente alrededor
de la hoja dentro de la camara, en la tercera de la planta totalmente expandida, y se
tomaron los siguientes datos: asimilacién de CO, en mmol CO,m?s™; conductancia
estomatica en mol H,O m2 s'ly transpiracion en mmolH,0 m? s Las lecturas se
realizaron a los 31 y 55 dias después de la emergencia de la plantula (dde) a 2

repeticiones de cada tratamiento en un periodo de luminosidad entre 8:00 a 11:00 am.

Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado con cinco tratamientos, cada uno con
ocho repeticiones. Se us6 una planta por bolsa. La unidad experimental fueron tres

plantas.
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Andlisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se realiz6 un analisis de varianza, una vez
comprobados los supuestos del ANAVAR con el programa Statistix 8.0 y a las que
resultaron con diferencias significativas se les aplicé la prueba de Tukey al 5%., segun

el siguiente modelo estadistico para el ANAVAR :
Yik=H+ Tit+ Ej
Donde:

Y;j = observacion de i-ésimo tratamiento de las variables altura de la planta, nimero de
hojas, diametro del tallo, area folia, biomasa, peso de las hojas, peso de las raices,

peso del tallo.
K = media general.

Ti= efecto del i-ésimo nivel de tratamiento (i=aplicaciones directas al suelo de 0,4 g y
0,8 g de esporas secas, aplicaciones al suelo de 0,4 g y 0,8 g de esporas secas mas
solucién cada 15 dias, testigo solo fertilizacion quimica)

E;j = error experimental normalmente distribuido con media cero y varianza o?
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para cada muestreo destructivo se pudo observar mediante el ANAVAR, que las
variables area foliar, numero total de hojas, peso seco de hojas, raices, tallo, altura de
la planta, diametro del tallo, y biomasa total, mostraron de forma general diferencias
significativas entre los tratamientos y para algunas fechas de muestreo (Anexo 1).

Efecto de dos métodos de aplicacion de Trichoderma harzianum Rifai sobre

variables morfoldgicas en plantas de maiz en condiciones controladas.
Altura de la planta (cm)

Se observo que la altura de las plantas de maiz fue afectada por el método de
aplicacion de T. harzianum. En la Figura 1, se muestran solo los promedios de las
fechas que presentaron diferencias estadisticamente significativas. En los primeros tres
muestreos (9, 16 y 24 dds) las plantas del tratamiento 4, mostraron mayores valores de
altura con diferencias altamente significativas (P< 0,0001), con respecto al resto de los
tratamientos. A los 38 y 52 dds, las plantas que no recibieron aplicacién del hongo
presentaron mayor altura, a los 52 dds en el caso de T4 (0,8 g esporas del hongo +
solucion hongo cada 15 dias) se observa una semejanza estadistica con respecto al
tratamiento sin aplicacion de hongo, resultando estas plantas biolégicamente superiores
gue el resto de los tratamientos. El resto de los muestreos semanales se comportaron

estadisticamente iguales como se puede observar en el Anexo 1.

Con estos resultados se puede inferir que existe un efecto de la aplicacion de T.
harzianum sobre la altura de las plantas, para los tratamiento T2 y T4 de manera
general manifestaron mejor respuesta ante la aplicacion del hongo, en el caso de T2,
fue el tratamiento que recibié mayor cantidad de esporas secas al inicio de las siembra
y T4 recibié la misma cantidad esporas al inicio de siembra, pero ademas aplicacion de
la solucion casa 15 dias, lo que quizas coadyuva a la permanencia del hongo en el
medio y de esta forma quizas sean mas eficiente su labor como bioestimulante del
crecimiento. Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Lopez et al.
(2010) que evaluaron la aplicacién de este hongo en maiz, demostraron que las plantas

tratadas midieron 90 cm, en comparacion con el testigo con so6lo 51,08 cm. De la misma
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manera Akladious y Abbas, (2012), evidenciaron que las plantas de maiz tratadas con
la solucion mostraron mayor altura que las tratadas con esporas en el suelo. Por otra
parte Guilcapi (2009), quien trabajo con café y aplico T. harzianum a diferentes dosis
(10 y 20 g.m™) demostrando que la altura de las plantas que estuvieron en contacto con
el hongo fueron superiores al testigo, obteniendo una diferencia a los 90 dias de 1,84
cm con respecto al testigo. Mientras que Martinez (2014), sefiala en su investigacion
que al final del ciclo del cultivo de caraota, el tratamiento con un total de 5 aplicaciones
de la solucién de T. harzianum super6 al resto de los tratamientos presentando la

mayor altura.

140
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40 =T3
20 abgppaba #T4

9 16 24 38 52
Dias después de siembra (dds)

Figura 1. Altura promedio (cm) de plantas de maiz bajo condiciones controladas
tratadas con dos métodos de aplicaciéon T. harzianum

Letras diferentes para cada tratamiento indican diferencias a P<0,05.

Y:T0: solo fertilizante; T1: 0,4 g esporas del hongo al suelo; T2: 0,8 g esporas del hongo al suelo
T3: 0,4 g de esporas al suelo + solucién hongo cada 15 dias y T4: 0,8 g esporas del hongo +
solucion hongo cada 15 dias.

Numero de hojas

En el Cuadro 4, correspondiente al numero de hojas, se presentan los promedios de
cada muestreo, observandose en el Anexo 1 diferencias altamente significativas entre

los tratamientos solamente a los 31, 38 y 45 dds, donde se evidencia el efecto de la
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aplicacion de T. harzianum sobre el nUmero de hojas, en el cuarto muestreo, las plantas
del T4 (0,8 g esporas del hongo + solucion hongo cada 15 dias) presentaron mayor
namero de hojas que el resto de los tratamientos, estos resultado quizas se deben al
gran numero de colonias activas presentes en suelo adyacente a la raices, que al
recibir aplicaciones de la solucion cada 15 dias sumado a los 0,8 g. de esporas secas al
inicio de la siembras mostraron mejores resultados para esta variable. A los 38 dds
todos los tratamientos con aplicacion del hongo superan al tratamiento control. Para el
resto de los muestreos semanales no se encontraron diferencias significativas, el cual

se puede observar el Anexo 1.

Estos resultados coinciden con los reportados por Akladious y Abbas, (2012) quienes
sefialan que observaron un papel importante sobre la promocion del crecimiento de las
plantas de maiz con la aplicacién de T. harzianum, observandose mayor como nimero
de hojas. Martinez (2014), también indica que en casi todos los muestreos las plantas

de caraota tratadas con el hongo presentaron mayor nimero de hojas que el testigo.

El efecto de este hongo sobre el nimero de hojas fue observado por Guilcapi (2009), en
plantas de café, quien sefial6 que obtuvo diferencias significativas a los 90 dias,
encontrando que las plantas tratadas con T. harzianum presentaron mas de dos hojas
que el testigo. En el cultivo de parchita Cubillos et al. (2009), mostraron que las plantas
tratadas con el hongo presentaron un promedio de 3,5 hojas mas que el testigo sin

aplicacion.
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Cuadro 4. Valores promedio de numero total de hojas de las plantas de maiz bajo
condiciones controladas tratadas con dos métodos de aplicacion T. harzianum
Tratamientos’

(dds)
TO | T1 T2 T3 T4
9 4 4 4 4 4
16 6 6 6 6 7
24 8 8 9 8 9
31| 10D 8c| 10b 8c| 12 a

38| 11b 13 a 13 a 13 a 13 a
45| 15a 15a 14 b 15a 14 b
52 16 16 15 15 15

59 17 17 17 17 17
Letras diferentes en la misma fila para tratamiento indican diferencias a P<0,05.

Y:TO: solo fertilizante; T1: 0,4 g esporas del hongo al suelo; T2: 0,8 g esporas del hongo al suelo
T3: 0,4 g de esporas al suelo + solucién hongo cada 15 dias y T4: 0,8 g esporas del hongo +
solucion hongo cada 15 dias.

Didmetro del tallo (cm)

En la Figura 2, se presentan los promedios del diametro del tallo para los muestreos
que presentaron diferencias significativas (Anexo 1). En el caso de esta variable las
plantas del testigo presentaron la mejor respuesta durante todo el ensayo a excepcion
del muestreo realizado a los 24dds, que resultaron con el menos diametro del tallo; sin
embargo las plantas del T1 (0,4 g esporas del hongo al suelo) no manifestaron grandes
de diferencias biolégicas con respecto al control, inclusive superé numéricamente en
ese muestreo a las plantas del testigo. Las plantas del T2 (0,8 g esporas del hongo al
suelo) presentaron los mayores resultados. Para los dias 45, 52 y 59 después de la
siembra, los mayores valores de didmetro del tallo lo manifestaron las plantas de TO y
T1. Los resultados no siguieron un patrén por tratamiento, sin embargo de manera
general, los tratamientos con mejor respuesta ante la aplicacion del T. harzianum fueron

los que recibieron el método de aplicacion de esporas secas al suelo.

Estos resultados son similares a los realizados en otra investigacion en maiz dulce,

Castillo (2007); sefiala que la aplicacion en solucion del hongo mediante el sistema de
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riego promueve el desarrollo y crecimiento del cultivo, el tratamiento que obtuvo mejor
resultado para diametro del tallo fue aquel que recibio tres aplicaciones de la solucion,
mientras que las que recibieron 4 aplicaciones de la solucion del hongo, obtuvieron los

mismos resultados que las que recibieron una aplicacién de la solucion.
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24 31 38 45 52 59

dias despues de la siembra (dds)

Figura 2. Diametro de tallo (cm) promedio de plantas de maiz bajo condiciones
controladas tratadas con dos métodos de aplicacion T. harzianum

Letras diferentes en la misma fila para tratamiento indican diferencias a P<0,05.

Y:T0: solo fertilizante; T1: 0,4 g esporas del hongo al suelo; T2: 0,8 g esporas del hongo al suelo
T3: 0,4 g de esporas al suelo + solucién hongo cada 15 dias y T4: 0,8 g esporas del hongo +

solucién hongo cada 15 dias.
Area Foliar (cm?)

En la Figura 3, se observa que el area foliar (AF) de las plantas de maiz se ve afectada
por el método de aplicaciéon de T. harzianum (Anexo 1 P< 0,0001); en el mismo se
observa en los primeros tres muestreos (9, 16 y 24 dds) que las plantas del tratamiento
4 presentaron mayores valores de AF con diferencias significativas (P< 0,05), las cuales
al final del ensayo (59 dds) ya habian recibido cuatro aplicaciones acumuladas de la
solucion del hongo. A los 9 dds los menores valores lo presentan las plantas que solo

recibieron aplicacion de las esporas secas directamente al suelo (T1y T2). A los 16
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dds, la menor AF se observa en las plantas con la menor dosis de esporas aplicadas al
suelo y las que estaban fertilizadas quimicamente. Las plantas que recibieron 0,8 g de
esporas directamente en el suelo, como las que se les aplico cada 15 dias (T2 y T4,
respectivamente) en la sexta evaluacién, fueron las que presentaron menor AF, siendo
superadas por las que solo recibieron fertilizaciébn quimica, probablemente asociado a
gue fueron las que presentaron mayor numero de hojas. No se observaron diferencias

estadisticas a los 59 dds.

Estos resultados coinciden con los reportados por Akladious y Abbas, (2012) quienes
sefialan que las plantas de maiz que recibieron aplicaciones del hongo en solucion
presentaron mayor AF que las que recibieron esporas secas al suelo y las del control

sin aplicacion del hongo.

Martinez (2014), reporta que aplicaciones programadas de T. harzianum influyeron
sobre el crecimiento del cultivo de caraota, donde se observan que al final de ciclo las
mayores areas foliares las reflejaban los tratamientos con mayor frecuencia de la

aplicacion de la solucion foliar del hongo.

En el cultivo de pimenton, Cruz y Cisterna (1998), mezclaron suelo con 100 g de T.
harzianum; sefialan que las plantas tratadas obtuvieron 67 cm® mas AF que el testigo

que solo presentd 36,8 cm?.

Guigbn y Gonzélez (2003), sefialan que en plantas de aji a las cuales se les aplic6 250
ml de Trichoderma en solucién, presentaron una diferencia de 250 cm?, en comparacién

con el testigo.
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Figura 3. Area foliar (cm?®) promedio de plantas de maiz bajo condiciones controladas
tratadas con dos métodos de aplicacion T. harzianum

Letras diferentes en la misma fila para tratamiento indican diferencias a P<0,05.

Y:TO: solo fertilizante; T1: 0,4 g esporas del hongo al suelo; T2: 0,8 g esporas del hongo al suelo
T3: 0,4 g de esporas al suelo + solucién hongo cada 15 dias y T4: 0,8 g esporas del hongo +
solucion h ongo cada 15 dias.

Peso seco de las hojas (Q)

En la Figura 4, se presentan los promedios de peso seco de la hoja de cada muestreo
semanal que mostraron diferencias significativas (Anexo 1). A partir de los 16 dds,
correspondiente al segundo muestreo se observa que las plantas de los tratamientos
gue recibieron el hongo en los distintos tratamientos presentaron mayor peso seco foliar
gue las plantas del tratamiento control; por otra parte (T3 y T4) muestran los mayores
valores, este comportamiento es similar hasta el muestreo 4 (31 dds), a partir de
entonces, se observa un incremento en los valores de las plantas del testigo con
respectos a los demas tratamientos en cada semana, esto puede deberse al efecto del
fertilizante quimico sobre las plantas. Sin embargo, se observa que las plantas del T4
presentaron un estimulo positivo por la aplicacion de T. harzianum quincenal,

manteniendo la actividad estimulante de crecimiento vegetativo.
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En los parametros de crecimiento reportados por Akladious y Abbas, (2012) en el cultivo
de maiz, el peso seco de las hojas se incrementé en comparacion con las plantas de

tratamiento control.
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Figura 4. Peso seco (g) de las hojas promedio de plantas de maiz bajo condiciones
controladas tratadas con dos métodos de aplicacion T. harzianum.

Letras diferentes en la misma fila para tratamiento indican diferencias a P<0,05.

Y:T0: solo fertilizante; T1: 0,4 g esporas del hongo al suelo; T2: 0,8 g esporas del hongo al suelo
T3: 0,4 g de esporas al suelo + solucién hongo cada 15 dias y T4: 0,8 g esporas del hongo +
solucién hongo cada 15 dias.

Peso seco del tallo (g)

En la Figura 5, se presentan los promedios del peso del tallo para cada muestreo
semanal con sus respectivos tratamientos. En el caso de esta variable, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos durante todos muestreos
(Anexo 1). De manera general, se observa que T2 y T3 posee los valores mas altos de
peso seco del tallo, inclusive mayores al tratamiento control TO, el cual posee
fertilizacién quimica. En este caso es posible a la cantidad de esporas presentes en el

medio para el caso de T4 no afecte esta variable inhiba el desarrollo y crecimiento.
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Akladious y Abbas, (2012) en maiz plantas tratadas con solucién del hongo presentaron

mayor peso seco del tallo, que las tratadas con esporas en el suelo.
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Figura 5. Peso seco (g) del tallo promedio de plantas de maiz bajo condiciones
controladas tratadas con dos métodos de aplicacion T. harzianum

Letras diferentes en la misma fila para tratamiento indican diferencias a P<0,05.

Y:T0: solo fertilizante; T1: 0,4 g esporas del hongo al suelo; T2: 0,8 g esporas del hongo al suelo
T3: 0,4 g de esporas al suelo + solucién hongo cada 15 dias y T4: 0,8 g esporas del hongo +
solucién hongo cada 15 dias.

Peso seco de laraiz (g)

En la Figura 6, se presentan los promedios para peso de la raiz en cada muestreo
semanal con sus respectivos tratamientos. Se observa una diferencia significativa
(Anexo 1) a partir del dia 24 dds, donde los tratamientos T2 y T4 reflejan los mayores
valores y sigue una tendencia similar hasta la culminacion del ensayo. Sin embargo a
las 31 dds (muestreo 4) destacan los tratamientos TO, T2 y T4; En el caso de esta

investigacién se observd, un aumento en el peso de la raiz de las plantas de maiz con
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el tratamiento de mayor frecuencia de aplicacion de la solucion del hongo, y mayor

dosis al inicio de la siembra de las esporas secas, que correspondena T4y T2.

Akladious y Abbas, (2012); manifestaron que el peso seco de la raiz aumenté en

comparacion con las plantas del tratamiento control.

Asimismo, Sharma et al., (2012) demostraron que la aplicacibn de Trichoderma

mostraron un aumento en el nimero de raicillas en plantas de trigo evaluadas.
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Figura 6. Peso seco (g) de la raiz promedio de plantas de maiz bajo condiciones
controladas tratadas con dos métodos de aplicacion T. harzianum.

Letras diferentes en la misma fila para tratamiento indican diferencias a P<0,05.
Y:T0: solo fertilizante; T1: 0,4 g esporas del hongo al suelo; T2: 0,8 g esporas del hongo al suelo

T3: 0,4 g de esporas al suelo + solucion hongo cada 15 dias y T4: 0,8 g esporas del hongo +
solucién hongo cada 15 dias.
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Biomasa total (g)

En la Figura 7, se presentan los promedios de la biomasa total y cada muestreo
semanal con sus respectivos tratamientos. Esta variable semanalmente refleja un efecto
positivo de la aplicacion T. harzianum. A partir de los 16 dds se observan diferencias
significativas (Anexo 1) sobre los tratamientos donde las plantas de T4 presentan la
mejor respuesta con una valoracién de 0,5390 g, seguidos de las plantas de T3 con
0,43 g, las plantas de estos dos tratamientos, fueron las que recibieron 4 aplicaciones
de la solucién T. harzianum durante todo el ensayo, las plantas del T3 no poseen
diferencias estadisticas con TO (Anexo 1); para el muestreo de los 24 dds, el mejor
efecto lo obtuvieron las plantas del T2 con un valor de 5,90 g seguidas las del T4 con
un valor 4,33 g; en el muestreo a los 38 dds destaca T4 seguido de T2y T3. Ya para los
dias 45, 52 y 59 dds las plantas que recibieron fertilizacion quimica superaron a la
mayoria de los tratamientos en algunos casos los igual6. En este caso el tratamiento T3
las plantas manifestaron buenos resultados a largo de todo el ensayo, podria deberse a
las repetidas aplicaciones del hongo, lo cual permite una constante actividad biologica

del microorganismo en el suelo.

Akladious y Abbas, (2012), reporta que de la misma manera que aumentaron aquellas
variables de peso seco de hojas, tallo y raiz, efectivamente se vio reflejado en la
biomasa total para aquellos tratamiento donde se realizd aplicacion de la solucion del
hongo. En otros estudios donde se analizé el efecto de las aplicaciones T. harzianum
sobre la biomasa total, se reporta que para el cultivo de arroz, Pérez et al. (2009),

utilizaron aplicaciones foliares con una frecuencia de cada 12 dias a diferentes dosis del

9
hongo con una concentracién 2,6x10 esporas.ml™; reportaron que la dosis mas alta (5
kg.ha™) fue la que reflejo valores de biomasa, mostrando una diferencia con respecto al
testigo de 23,51 g.
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Figura 7. Biomasa seca total (g) promedio de plantas de maiz bajo condiciones

controladas tratadas con dos métodos de aplicacion T. harzianum

Letras diferentes en la misma fila para tratamiento indican diferencias a P<0,05.

Y:TO: solo fertilizante; T1: 0,4 g esporas del hongo al suelo; T2: 0,8 g esporas del hongo al suelo
T3: 0,4 g de esporas al suelo + solucién hongo cada 15 dias y T4: 0,8 g esporas del hongo +

solucién hongo cada 15 dias.

Fotosintesis

En el Cuadro 5, se muestran los promedios de la tasa fotosintética en pmol CO, m?s™,
con sus dias de medicion y su respectivo tratamiento. Donde se puede observar que la
tasa fotosintética para las plantas que recibieron aplicaciones de esporas en seco y
semanal (T3 y T4), son superiores al resto de los tratamientos. Para la medicion
realizada a los 51 dias, la mejor respuesta la posee TO seguida de T2, T3y T4. En el
caso de la Conductancia mol H,O m? s™, se observa que para la primera medicion a los
32 dds, los tratamientos que mostraron los valores mas altos de conductancia fueron T1
y T2, y en cuanto a la transpiracion para esta medicion los valores méas altos los

obtuvieron T1 seguido de T4.
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Segun lo reportado por S&nchez et al., (2000); el incremento de la concentracion
atmosférica de CO,, puede influenciar la respuesta en las plantas C4 aumentando la
produccion de biomasa aun cuando no se observe efecto sobre la tasa instantdnea de

fotosintesis.

Segun Martinez (2014), en un estudio realizado en caraota, mostré que los tratamientos
gue recibieron las aplicaciones del hongo T. harzianum, obtuvieron resultados
superiores con respecto al testigo. Los mismos observaron que existe un efecto de las
aplicaciones programadas de T. harzianum sobre la asimilacién de CO,, transpiraciéon y

conductancia estomatica.

Cuadro 5. Valores promedio de tasa fotosintética, conductancia y transpiracion de las
plantas de maiz a los 32 y 51 dds bajo condiciones controladas tratadas con dos

métodos de aplicacion T. harzianum

Edad de la Tasa Conductancia | Transpiracion
Tratamientos” planta fotosintética | mol H,O m?s | mmol H,O m?s
(dias después | pmol CO, m ! !
de la siembra) 251
TO 45,34 ab 588c 0,11d
T1 12,25 ¢ 33,87 a 0,39 a
T2 32 27,85 bc 21,10 ab 0,23 bc
T3 68,10 a 14,25 ab 0,31 ab
T4 61,79 a 14,07 ab 0,17 cd
TO 51 64,64 a 7,91 ab 0,38
T1 36,47 ab 4.7b 0,28
T2 23,67 b 6.05 b 0, 25
T3 21,64 b 20.80 a 0,46
T4 12,76 b 16,57 ab 0,54

Letras diferentes en la misma fila para tratamiento indican diferencias a P<0,05.

Y:T0: solo fertilizante; T1: 0,4 g esporas del hongo al suelo; T2: 0,8 g esporas del hongo al suelo
T3: 0,4 g de esporas al suelo + solucién hongo cada 15 dias y T4: 0,8 g esporas del hongo +

solucion hongo cada 15 dias.
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CONCLUSIONES

Las aplicaciones de los dos métodos de Trichoderma harzianum afectaron de
forma positiva el crecimiento de plantas de maiz durante la etapa vegetativa bajo
condiciones controladas, obteniendo de manera general resultados superiores a

las plantas tratadas con la solucion del hongo cada 15 dias.

Se observo un efecto del método de aplicacion del hongo sobre la acumulacién
de biomasa seca total y area foliar de las plantas de maiz. De manera general las
plantas que recibieron la aplicacion de esporas secas al suelo son las que

presentaron mejor respuesta que los tratamientos con aplicacion en solucion.

La fotosintesis se vio afectada con los tratamientos de métodos de aplicacion del
hongo, a los 31 dds, las plantas que se les aplico el hongo en solucion cada 15
dias presentaron mayor tasa fotosintética; en el segundo muestreo que coincide
con el inicio de la fase reproductiva las plantas que solo se les aplico fertilizante
fueron las que presentaron mayor tasa fotosintética, seguido por las que

recibieron solo 0,4 g de esporas secas al suelo.
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ANEXOS

Anexo 1. Valores de probabilidad reportados en el Analisis de la varianza de las variables altura de la planta, nimero de
hojas, peso de seco de hojas, tallo, raiz; area foliar, biomasa seca total, diAmetro del tallo, tasa fotosintética, conductancia
y transpiracién de plantas de maiz evaluadas a los 9, 16, 24, 31, 38, 45, 52 y 59 dias después de la siembra (dds) bajo
condiciones controladas tratadas con dos métodos de aplicacion T. harzianum

Dias después de la siembra
Variables |9 16 24 31 38 45 52 59
AF 0,0002* 0,0000** 0,0000** 0,0000** | 0,0010* 0,0000** | 0,0000** 0,1866 ns
H 0,4516 0,2055 0,7931 ns | 0,0000** | 0,0000** 0,0001** | 0,0800 ns | 0,2179 ns
PH 0,8341 ns | 0,0001** 0,0000** 0,0001** | 0,0355* 0,0000** | 0,0021* 0,0489*
PR 0,3332ns | 0,3029 ns | 0,0051* 0,0023* | 0,0008* 0,0000** | 0,0117* 0,0011*
PT 0, 0002* 0,0049* 0,0000** 0,0000** | 0,0351* 0,0001** | 0,0000** 0,0009*
A 0,0160* 0,0013* 0,0003* 0,0609 0,0001** 0,1817 0,0059* 0,0540 ns
D 0,4083 ns | 0,3713 ns | 0,0019* 0,1866 0,2000 ns | 0,0188* | 0,0000** 0,0267*
Biomasa | 0,3300ns | 0,0029* 0,0001** 0,0003** | 0,0008* 0,0000** | 0,0115* 0,0010*
FS 0,0005** 0,0010**
C 0,0454* 0,0066*
T 0,0000** 0,0700ns

AF: area foliar (cm?); H: nimero de hojas; PH: peso de la hoja (g); PR: peso seco de la raiz (g); PT: peso seco del tallo (g); A: altura
de la planta (cm); D: Diametro del tallo (cm); FS: Tasa fotosintética (umol CO2 m-2s™); C: Conductancia (mol H20 m-2 s y
T: Transpiracién (mmol H,0 m?s™).

Ns: no significativo P> 0,05; * significativo P< 0,05 y ** altamente significativo P< 0,0001



Anexo 2. Efecto de aplicacion de esporas secas de Trichoderma harzianum en raices
de plantas de maiz como biofertilizante en condiciones controladas en estadio (V7)

Anexo 3. Efecto de aplicacion de esporas secas + y solucion cada 15 dias en
Trichoderma harzianum en raices de plantas de maiz como biofertilizante bajo
condiciones controladas en estadio (V7)
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Anexo 4. Efecto de aplicacion de esporas secas de Trichoderma harzianum en plantas
de maiz como biofertilizante bajo condiciones controladas en estadio (V7)
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Anexo 5. Efecto de aplicacion de esporas secas + y solucion cada 15 dias en
Trichoderma harzianum en plantas de maiz como biofertilizante bajo condiciones
controladas en estadio (V7)
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