UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

REPUBLICA DEL ECUADOR

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
FACULTAD DE POSGRADOS

INFORME DE INVESTIGAC!ON
PREVIO A LA OBTENCION DEL TITULO DE:

MAGISTER EN BIOTECNOLOGIA

TEMA:

Evaluacidon de los efectos de la aplicacion in vitro de
bioestimulantes a base de Trichoderma spp. para potenciar la
germinacién y crecimiento del cultivo de arroz (Oryza sativa L.)

Autor:

Tabata Melissa Guevara Villalta

Director:

MSc. Rafael Seleyman Lazo Sulca

Milagro, 2024

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Derechos de autor

Sr. Dr.

Fabricio Guevara Viejo

Rector de la Universidad Estatal de Milagro
Presente.

Yo, Tabata Melissa Guevara Villalta en calidad de autor y titular de los derechos
morales y patrimoniales de este informe de investigacion, mediante el presente
documento, libre y voluntariamente cedo los derechos de Autor de este proyecto de
desarrollo, que fue realizada como requisito previo para la obtencion de mi Grado, de
Magister en Biotecnologia, como aporte a la Linea de Investigacion: Innovacion
tecnologica en procesos de produccion agropecuaria, de conformidad con el Art. 114
del Cédigo Orgéanico de la Economia Social de los Conocimientos, Creatividad e
Innovacion, concedo a favor de la Universidad Estatalde Milagro una licencia gratuita,
intransferible y no exclusiva para el uso no comercialde la obra, con fines estrictamente
académicos. Conservo a mi favor todos los derechos de autor sobre la obra,
establecidos en la normativa citada.

Asi mismo, autorizo a la Universidad Estatal de Milagro para que realice la
digitalizacion y publicacion de este Informe de Investigacion en el repositorio virtual,de

conformidad a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Organica de Educacioén Superior.

El autor declara que la obra objeto de la presente autorizacion es original en su formade
expresion y no infringe el derecho de autor de terceros, asumiendo la responsabilidad
por cualquier reclamacion que pudiera presentarse por esta causa y liberando a la

Universidad de toda responsabilidad.

Milagro, 14 de agosto del 2024

rmado electrénicamente por:
'ABATA MELISSPA

s: GUEVARA VILLALTA
oo

Tébata Melissa Guevara Villalta
C.l.: 0942236506

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Aprobacién del director del Trabajo de Titulacion

Yo, MSc. Rafael Seleyman Lazo Sulca en mi calidad de director del trabajo de
titulacion, elaborado por Tabata Melissa Guevara Villalta, cuyo tema es: Evaluacion de
los efectos de la aplicacion in vitro de bioestimulantes a base de Trichoderma spp.
para potenciar la germinacién y crecimiento del cultivo de arroz (Oryza sativa L.), que
aporta a la Linea de Investigacion: Innovacion tecnolégica en procesos de produccion
agropecuaria, previo a la obtencion del Grado Magister en Biotecnologia, Trabajo de
titulacion que consiste en una propuesta innovadora que contiene, como minimo, una
investigacion exploratoria y diagnostica, base conceptual, conclusiones y fuentes de
consulta, considero que el mismo redne los requisitos y méritos necesarios para ser
sometido a la evaluacién por parte del tribunal calificador que se designe, por lo que
lo APRUEBO, a fin de que el trabajo sea habilitado para continuar con el proceso de
titulacion de la alternativa de Informede Investigacion de la Universidad Estatal de
Milagro.

Milagro, 14 de agosto del 2024

A RAFAEL SELEYMAN
IowLAZO SULCA

MSc. Rafael Seleyman Lazo Sulca
C.l.: 0918859687

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



INIVERSIODAD ESTATAL D= MILAGRO

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
FACULTAD DE POSGRADO
CERTIFICACION DE LA DEFENSA

El TRIBUNAL CALIFICADOR previo a la obtencién del titulo de MAGISTER EN BIOTECNOLOGIA, presentado por ING. GUEVARA
VILLALTA TABATA MELISSA, otorga al presente proyecto de investigacion denominado "EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA
APLICACION IN VITRO DE BIOESTIMULANTES A BASE DE TRICHODERMA SPP. PARA POTENCIAR LA GERMINACION Y
CRECIMIENTO DEL CULTIVO DE ARROZ (ORYZA SATIVA L.)", las siguientes calificaciones:

TRABAJO ESCRITO 57.33
SUSTENTACION 39.00
PROMEDIO 96.33
EQUIVALENTE Excelente

PHTEGO GEOVANNY
ARZALLO GRANIZO

Mgs. BARZALLO GRANIZO DIEGO GEOVANNY
PRESIDENTE/A DEL TRIBUNAL

Ing. BARZOLA GAIBOR CESAR ANIBAL ln% GUILLEN BONILLA ALEX EDWIN
VOCAL ECRETARIO/A DEL TRIBUNAL




DEDICATORIA

A mi familia, a mis padres quienes me han apoyado en cada paso a lo largo de
mi vida, a mi pareja quien con su amor incondicional me haimpulsado a

crecer, ser mejor cada diay no rendirme jamas.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



AGRADECIMIENTOS

Extiendo mis més sinceros agradecimientos a mi tutor, el Master Rafael Lazo,
guien me ha permitido desarrollar mi trabajo bajo su valiosa guia y orientacién
en cada situacion que se ha suscitado; también al Master Oscar Chenche,

quien fue un gran apoyo en el desarrollo de mi ensayo en el laboratorio.

Vi

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Resumen

El uso de Trichoderma en la agricultura ha emergido como una opcion sostenible para
el manejo de cultivos. Este género de hongos proporciona beneficios significativos
como agente de biocontrol y promotor del crecimiento vegetal, contribuyendo asi a
practicas agricolas mas ecoldgicas y sostenibles. La investigacion se enfoco en
evaluar el efecto de distintas sustancias sobre la germinacion y crecimiento de
plantulas de arroz (Oryza sativa L.): T1 extracto comercial de Trichoderma, T2
Trichoderma nativo, T3 medio MS y T4 agua estéril como control negativo. Se aplico
un disefio experimental con 50 repeticiones por tratamiento, utilizando biorreactores
esterilizados para asegurar la precision de los resultados. Se realizaron andlisis
estadisticos de la aparicion y dimensiones de la radicula y el cotiledon, incluyendo
ANOVA vy pruebas de Tukey, para determinar la significancia de los resultados,
utilizando el software Infostat. Los tratamientos con Trichoderma resultaron efectivos,
mostrando buenos resultados en la aparicion de radicula y cotiledon, y promoviendo
un crecimiento significativamente mayor tanto en la longitud de la raiz como del
cotiledon. Ademas, se observé un notable control de patégenos en el grupo tratado
con Trichoderma, lo que redujo la incidencia de enfermedades y favorecié un
desarrollo méas saludable de las plantulas. Los andlisis ANOVAYy las pruebas de Tukey
confirmaron la significancia estadistica de estos hallazgos. Trichoderma presenta un
gran potencial para mejorar la germinacién de semillas y el crecimiento de plantulas,
asi como para el control de patdgenos en cultivos de arroz. No obstante, es esencial

llevar a cabo evaluaciones detalladas de su impacto ambiental.

Palabras Clave: Biorreactores, cotiledén, hongo, radicula, Trichoderma.
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Abstract

The use of Trichoderma in agriculture has emerged as a sustainable option for crop
management. This genus of fungi provides significant benefits as a biocontrol agent
and growth promoter, thus contributing to more ecological and sustainable agricultural
practices. The research focused on evaluating the effect of different substances on the
germination and growth of rice (Oryza sativa L.) seedlings: T1 commercial Trichoderma
extract, T2 native Trichoderma, T3 MS medium, and T4 sterile water as a negative
control. An experimental design with 50 repetitions per treatment was applied, using
sterilized bioreactors to ensure the precision of the results. Statistical analyses of the
appearance and dimensions of the radicle and cotyledon were performed, including
ANOVA and Tukey tests, to determine the significance of the results, using Infostat
software. The treatments with Trichoderma proved effective, showing good results in
the appearance of radicles and cotyledons, and promoting significantly greater growth
in both root length and cotyledon. Additionally, notable pathogen control was observed
in the group treated with Trichoderma, reducing the incidence of diseases and
promoting healthier seedling development. The ANOVA analyses and Tukey tests
confirmed the statistical significance of these findings. Trichoderma presents great
potential for improving seed germination and seedling growth, as well as for pathogen
control in rice crops. However, it is essential to conduct detailed evaluations of its

environmental impact and long-term safety.

Keywords: Bioreactors, cotyledon, fungus, radicle, Trichoderma.
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Introduccion

Una de las actividades humanas mas importantes es la agricultura. Durante la
mayor parte de la historia de este planeta, la humanidad ha vivido practicando la
agricultura para alimentarse, vestirse y satisfacer sus necesidades bésicas. No
obstante, la agricultura contemporanea ha experimentado un aumento significativo en
la productividad agricola gracias al modelo de la revolucion verde. Este modelo, que
se basa en la tecnificacion y el uso de cantidades significativas de insumos costosos
como plaguicidas, fertilizantes, combustibles fosiles, maquinaria y agua para riego,
esta siendo cuestionado por su sustentabilidad debido a una variedad de efectos
sociales, econémicos y ecoldgicos (Companioni, 2019).

Mas de la tercera parte de la superficie de productos transitorios de Ecuador
esta ocupada por el cultivo de arroz. El cultivo del arroz es la produccion mas
importante del pais en términos sociales y productivos. Uno de los alimentos més
cruciales para la dieta de los ecuatorianos es el arroz; en promedio, los ecuatorianos
consumen entre 43 y 45 kilogramos de este cereal al afio (Adama, 2016).

Los principales problemas en el cultivo de la graminea son el manchado del
grano, la "quemazén del arroz" y los granos vanos de la espiga. Los productores
afirman que se reduce el rendimiento de la produccion a la mitad. Las bacterias, los
hongos y el abuso de agroguimicos son solo algunos de los factores que afectan
simultaneamente los cultivos de arroz (Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias [INIAP], 2023).

El uso de biocontroladores como Trichodermas se ha vuelto fundamental para
la agricultura sostenible en el esfuerzo continuo por mejorar la productividad y la
sostenibilidad en la agricultura, ya que es una practica agricola amigable con el medio
ambiente que reduce el impacto ambiental que causa el uso de pesticidas sintéticos
gue aceleran la degradacién del suelo.

La capacidad de los Trichodermas como controladores bioldgicos se debe a su
capacidad reproductiva, capacidad para sobrevivir en condiciones ambientales
desfavorables, fuerte agresividad contra hongos fitopatégenos y capacidad para
promover el crecimiento en plantas e inducir mecanismos de defensa. El rapido

crecimiento micelial y la abundante produccién de esporas de las diferentes especies

ayudan a la colonizacion de diversos sustratos y del suelo (Instituto para la Innovacion

Tecnolodgica en la Agricultura [INTAGRI], 2021).
1
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Capitulo I: El problema de la investigacion

1.1 Planteamiento del problema

La biotecnologia agricola surgio como resultado de los avances tecnolégicos
del siglo XX. Se basa en el uso de herramientas biologicas y técnicas que utilizan
organismos vivos para mejorar la agricultura y producir productos agricolas. La
biotecnologia ha permitido grandes avances en la agricultura, incluida una mejor
absorcion de nutrientes mediante el uso de microorganismos con caracteristicas que
promueven el crecimiento vegetal y el control de plagas mediante el uso de fermentos
y extractos de plantas y hongos (Herogra, 2022).

La germinacion de Trichoderma spp. en cultivos de arroz in vitro parece ser un
método prometedor para mejorar la salud de las plantulas y aumentar la productividad
agricola. Sin embargo, para optimizar esta practica y maximizar el potencial de
Trichoderma spp. en la germinacién in vitro del cultivo de arroz, se deben abordar
varios problemas y desafios. También se debe avanzar hacia practicas agricolas mas
sostenibles y productivas. La resolucibn de estos problemas proporcionara
informacion til para mejorar los procedimientos de aplicacion y aumentar los
rendimientos agricolas.

Los cultivos vegetales in vitro brindan a la investigacion una amplia gama de
herramientas y técnicas que permiten mejorar una variedad de estudios sobre temas
como la agricultura, la salud, la biologia y la genética, entre otros. Los cultivos
vegetales proporcionan conocimiento sobre la morfologia y el comportamiento
bioquimico de las plantas y las posibles utilidades de estos compuestos (Alcantara, et
al., 2017).

Debido a su potencial para fomentar el crecimiento de las plantas y protegerlas
contra patogenos, el uso de agentes biolégicos como Trichoderma spp. se ha
incrementado en la busqueda de practicas agricolas mas sostenibles y efectivas. Los
hongos Trichoderma spp. mejoran la salud del suelo y la resistencia de las plantas a
enfermedades al actuar como bioestimulantes y biocontroladores. A pesar de estos

beneficios, el uso de Trichoderma spp. debe abordarse para maximizar su eficacia y

adopcion en la agricultura.
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1.2 Delimitacion del problema

El presente estudio examindé cédmo el hongo Trichoderma harzianum afecta el
desarrollo in vitro de semillas de arroz (Oryza sativa L.). Las siguientes areas son el

marco de la investigacion:

El enfoque principal fue la germinacion in vitro de semillas de arroz con varios
tratamientos, el cultivo de arroz es un cultivo de gran importancia mundial tanto para
la alimentaciobn como para la economia agricola. En un ambiente controlado, se
investigd coémo los Trichodermas afectan el vigor y los dias de germinacion de las

plantulas.

La aparicion de la radicula, aparicion del cotiledon, dimension de la radicula y
el cotiledén son las principales variables a estudiar. Las respuestas de aparicion y
tamafio de las plantulas serdn las variables dependientes, mientras que los

tratamientos utilizados seran variables independientes.

Se utilizé una técnica ecolégicamente sostenible. Para facilitar la observacion
directa de los efectos de Trichoderma harzianum, se realizaron evaluaciones de
germinacién y crecimiento in vitro. Esto permitié un control riguroso de las variables

sin afectar las condiciones ambientales.

Limitaciones geograficas y temporales; El estudio se enfocé en semillas
cultivadas por los productores de la zona arrocera del Guayas, aunque los resultados

podrian ser relevantes para la produccion de arroz a nivel mundial.

1.3 Formulacion del problema

¢,De qué manera influird la aplicacion de bioestimulantes como Trichoderma

harzianum. en el cultivo de arroz?

1.4 Preguntas de investigacion

¢, Como afectara la germinacién del arroz con la aplicacion de bioestimulantes

a base de Trichoderma harzianum?

¢,Cuadl sera el mejor bioestimulante para el crecimiento de los propagulos de

arroz con la aplicacion de Trichoderma harzianum?

¢, Cual sera el tratamiento sobresaliente para potenciar el desarrollo del cultivo?

3
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1.5 Determinacion del tema

Evaluacion de los efectos de la aplicacién in vitro de bioestimulantes a base de
Trichoderma harzianum. para potenciar la germinacion y crecimiento del cultivo de

arroz (Oryza sativa L.)
1.6 Objetivo general
Evaluar el efecto de la aplicacién in vitro de Trichoderma harzianum. sobre el
cultivo de arroz (Oryza sativa L.) para estimular el desarrollo de las plantas.
1.7 Objetivos especificos

e Analizar el efecto de los bioestimulantes a base de Trichoderma harzianum en

los propagulos vegetales.

e Determinar la eficiencia del Trichoderma harzianum. comercial y nativo en el

crecimiento de los propagulos.

e Definir la eficacia de los tratamientos aplicados al cultivo de arroz.

1.8 Hipotesis

El uso de Trichoderma harzianum. permitirA mejorar las caracteristicas

fenotipicas del cultivo de arroz.

1.9 Declaracion de las variables (operacionalizacion)

1.9.1 Variable independiente

Aplicacién de bioestimulantes comercial y Trichoderma harzianum nativo.

1.9.2 Variables dependientes

e Dias para aparicion de radicula: Mide el tiempo en dias que transcurre desde
que las semillas se colocan en condiciones de cultivo in vitro hasta que se
observa la formacion de raices.

e Dias para aparicion de cotiledén: Conteo del nimero de dias que pasan
desde que las semillas son sembradas en un medio de cultivo in vitro hasta

gue se observa el desarrollo de los cotiledones.

4
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e Dimension de cotileddon: Medida en centimetros de la longitud de los

cotiledones de las plantulas cultivadas en condiciones in vitro.

e Dimension de radicula: Medicion de la longitud de la radicula medida en

centimetros después de un periodo de crecimiento en condiciones de cultivo

in vitro.

Tabla 1.

Operacionalizacion de las variables

Variable

Tipo

Definicion
Conceptual

Aplicacién
de
Trichoderma
harzianum.

Dias para
aparicion de
radicula

Dias para
aparicion de
cotiledon

Dimensién
de cotiledon

Dimensién
de radicula

Independiente

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Dependiente

El método
especifico aplicado
a las semillas de
arroz.

Mide el tiempo en
dias que transcurre
desde que las
semillas se
colocan en
condiciones de
cultivo in vitro.

Conteo del niumero
de dias que pasan
desde que las
semillas son
sembradas.

Medida en
centimetros de la
longitud de los
cotiledones de las
plantulas in vitro.

Medicion de la
longitud de la
radicula medida en
centimetros
después de un
periodo de
crecimiento in vitro.

Definicion Instrumento de
Operacional Medida
1. Seleccion de la Registro del

cepa. 2. Recoleccion
de esporas. 3. Método
de inoculacion. 4.
Medio de cultivo MS.

La aparicion de la
radicula se define
como el momento en
gue se observa por
primera vez la salida de
la radicula de la
cubierta de la semilla.

Se realizan
observaciones diarias a
una hora constante,
anotando el dia exacto
en que el cotiledén
aparece.

La distancia medida
desde la base del
cotiledén hasta su
extremo mas distal.

La dimensién de la
longitud de la radicula
desde su punto de
origen en la semilla
hasta su extremo mas
distal.

tratamiento
aplicado a cada
grupo de semillas.

Observacion
directay conteo
de salida de la
radicula.

Observacion
directa y conteo
de salida de
cotiledon.

Calibrador Vernier
proporciona una
medicién mas
precisa.

Pruebas
estadisticas como
el ANOVA para
comparar las
medias de los
grupos tratados.

Definicién operacional de las variables
Elaboracion propia
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1.10 Justificacion

Mas de la mitad de la poblacion mundial depende del arroz (Oryza sativa L.),
gue es uno de los cultivos mas importantes del mundo. Para garantizar una produccion
agricola sostenible y eficiente, es fundamental mejorar la germinacion y el crecimiento
inicial de las plantulas de arroz. La estrategia de utilizar Trichoderma spp., un género

de hongos que tiene caracteristicas bioestimulantes, es prometedora.

Una opcidn para estimular procesos fisiologicos particulares, como el
crecimiento y el rendimiento de cultivos, es el uso de bioestimulantes naturales, que
tienen multiples mecanismos de accion. La tendencia actual en la agricultura es
encontrar alternativas que garanticen el incremento de los rendimientos con
resultados de excelente calidad del producto y la conservacion de los recursos
productivos, como resultado del avance de la tecnologia y el estudio genético en la
produccién de nuevos hibridos (Sabando, et al, 2022).

Olmedo y Casas (2014) mencionan que Trichoderma spp. actia como un
bioestimulador en las plantas, induciendo respuestas de defensa contra fitopatégenos.
Ademas, este hongo promueve el crecimiento y desarrollo de las plantas mediante la
producciéon de moléculas que estimulan el crecimiento, activando los procesos de

biocontrol.

La germinacion in vitro de arroz con Trichoderma spp. se basa en sus multiples
ventajas potenciales, incluida la promocion del crecimiento vegetal y la resistencia a
estreses, asi como la sostenibilidad ambiental y los beneficios econémicos. Este
método experimental no solo impulsa el progreso cientifico y tecnolégico, sino que
también proporciona soluciones practicas y sostenibles para mejorar la produccion.

Diversas especies de este género estan relacionadas con la rizésfera de las
plantas o pueden relacionarse de manera endofitica, lo que puede promover el
crecimiento y desarrollo de las plantas mediante la produccion de auxinas y
giberelinas; también pueden producir acidos organicos (glucénico, fumarico y citrico)
gue pueden reducir el pH del suelo y facilitar la solubilizacién de fosfatos, magnesio,

hierro y manga (Torres, et al, 2015).

Las especies del género Trichoderma mejoran las propiedades de las plantas,

como la biomasa, el rendimiento, la calidad, ademas del control de plagas y
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enfermedades en la mayoria de los cultivos agricolas. Dado que Trichoderma es un
género de hongos con multiples especies que se adaptan muy bien a diferentes
ambientes ecoldgicos, todavia hay muchos metabolismos secundarios por descubrir
en él. Esto podria resultar en el descubrimiento de compuestos nuevos y/o vias
biosintéticas nuevas. Esto podria revelar aspectos nuevos e importantes para muchas

aplicaciones agrobiotecldgicas (Mesa, et al, 2019).

1.11 Alcance y limitaciones

Para definir de manera precisa las metas que se pretenden alcanzar y para
identificar posibles barreras o restricciones que podrian afectar los resultados de este
estudio, es esencial delinear los alcances y limitaciones de este estudio. En un
proyecto que utiliza bioestimulantes a base de Trichoderma spp. para evaluar el
desarrollo in vitro de arroz (Oryza sativa L.), se pueden considerar los siguientes

aspectos:

1.11.1 Alcance

e Evaluacion de Trichoderma spp.: Se propuso un proyecto para caracterizar
un bioestimulante basado en Trichoderma spp. y proporcionar informacién
detallada sobre como afecta el desarrollo del cultivo.

e Optimizacion de la germinacién y crecimiento del arroz: El objetivo es
encontrar el bioestimulante ideal para fomentar el crecimiento saludable de
las plantulas de arroz.

e Andlisis de la eficacia de los tratamientos: El objetivo del estudio es evaluar
la eficacia de los tratamientos que se han utilizado en el desarrollo del cultivo
de arroz.

e Contribucion a la agricultura sostenible: El proyecto apoya la investigacion
de tecnologias agricolas que son mas respetuosas con el medio ambiente y
requieren menos dependencia de productos quimicos sintéticos mediante el

uso de Trichodermas en el proceso de crecimiento del arroz.

1.11.2 Limitaciones

Especificidad del cultivo: Sin estudios adicionales, los hallazgos seran
exclusivos de Oryza sativa y pueden no ser directamente relevantes para

otros tipos de cultivos.
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e Condiciones controladas de laboratorio: Los resultados de la germinacion in
vitro en condiciones controladas pueden no reflejar todas las complejidades
y variabilidades de las condiciones de campo. Esto hace que sea dificil
extrapolar directamente los resultados a ambientes agricolas reales.

e Interaccion compleja con el entorno: Las interacciones entre Trichoderma
harzianum y otros microorganismos del suelo, asi como factores ambientales
como la temperatura y la humedad, pueden ser dificiles de replicar en un
entorno in vitro, lo que limita la comprensién completa de su eficacia.

e Costo y escalabilidad: La producciéon de Trichoderma harzianum a gran
escala para su uso en cultivos in vitro puede ser costosa y logisticamente
dificil, lo que limita su viabilidad como una préactica agricola comun.

e Estabilidad del producto: La estabilidad a largo plazo de los productos con
Trichoderma harzianum puede ser un desafio porque la viabilidad de estos
organismos puede perderse con el tiempo, lo que reduce su eficacia en

aplicaciones agricolas.
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CAPITULO II: Marco teérico referencial

2.1 Antecedentes

El uso de tratamientos pregerminativos es crucial para mejorar las tasas de
germinacion de semillas de especies forestales, incluyendo la aplicacion de
microorganismos. Este estudio analiz6 el porcentaje de germinacion de semillas de
Agave victoriae-reginae tratadas con Trichoderma spp. y Bacillus spp. Se llevaron a
cabo tres tratamientos: T1 (Trichoderma), T2 (Bacillus) y T3 (Control), con tres
repeticiones de 100 semillas cada uno. Las semillas se sumergieron en una solucién
de 1 x 10"6 UFC (para T1y T2), y en agua corriente (para T3), luego se sembraron
sobre turba de Sphagnum y se registré el porcentaje de germinacion diariamente. La
germinacion comenzo6 a los 5 dias después de la siembra, indicando ausencia de
latencia. Entre el 8° y 12° dia se observo un aumento rapido de la germinacién en los
tres tratamientos, completandose el proceso a los 26 dias, con un 85% de germinacion
total para semillas tratadas con Trichoderma, 86.7% con Bacillus y 74% en el control.
Se observo un efecto significativo de los tratamientos sobre el porcentaje de
germinacion, ya que ambos microorganismos aceleraron la germinacién en
comparacion con el control. Estos resultados indican que los tratamientos
pregerminativos con Trichoderma spp. y Bacillus spp. pueden mejorar la germinacién
(Castillo F. , 2022).

El cultivo de arroz limita la aplicacion de agentes de biocontrol en el suelo por
las condiciones de anoxia. Los hongos del género Trichoderma pueden controlar
patégenos del suelo y promover el crecimiento en diversos cultivos. Este estudio
evaluo el efecto de T. harzianum (TV72) y T. asperellum (TV190) en la germinacion,
desarrollo vegetativo y produccion de Oryza sativa L. var. Cimarron bajo diferentes
alturas de lamina de agua, asi como el biocontrol in vitro de Pyricularia grisea y la
reduccion de la incidencia del manchado del grano en vivero. Ambas cepas
aumentaron significativamente la velocidad de germinacion, longitud y masa seca
radicular. Se observé un aumento en la produccién de las plantas tratadas con
Trichoderma spp. (30-60%), asi como una disminucion del manchado del grano (34-
45%) y del crecimiento in vitro de P. grisea (18-52%). Estos resultados demuestran la
posibilidad de utilizar Trichoderma spp. en las condiciones de inundacion para manejar

enfermedades y mejorar el desarrollo productivo del cultivo de arroz (Nufiez, 2014).
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Es esencial encontrar nuevos modelos que ayuden a mejorar la calidad de vida
de los productores. La investigacion analizé los efectos de la aplicacion de
Trichoderma spp. en el crecimiento y desarrollo de la arveja. Se aislé una cepa nativa
de Trichoderma spp. de suelos de cultivos de arveja, y se realizaron diluciones tanto
de la cepa nativa como de la comercial. Las plantas fueron inoculadas y se midieron
las variables de crecimiento y desarrollo. La aplicacion de Trichoderma spp. en el
cultivo de arveja mejora significativamente su crecimiento y desarrollo, influyendo en
variables fisioldgicas como la germinacion, el area foliar, el peso seco y fresco de la
raiz, el peso seco y fresco de la parte aérea, y la longitud de la raiz (Camargo, 2014).

El estudio se centr6 en analizar el impacto combinado de T. harzianum y
FitoMas en la germinacion y desarrollo de plantulas de tomate. En el primer
experimento, se usaron semillas de tomate tratadas con FitoMas (2,0 % v/v) y T.
harzianum cepa A-34 a una concentracion de 1,7 x 109 UFC mL”-1 en medio sdlido.
El porcentaje de germinacion se midié cada seis horas, usando 50 semillas por placa
de Petri de 10 cm de diametro, con cinco repeticiones por tratamiento. En el segundo
experimento, se evalud el efecto de la inoculacion de T. harzianum y FitoMas en el
crecimiento de plantulas en condiciones de cepellén, usando bandejas de 264
alvéolos y un sustrato de turba, suelo y cascarilla de arroz. Los resultados mostraron
una mayor velocidad y porcentaje de germinacion en semillas tratadas con FitoMas y
T. harzianum. Ademas, su uso aumenté el diametro del tallo y la masa total y radical
de las plantulas, lo que podria facilitar el trasplante de las plantas de tomate y reducir

los costos de produccién (Santana, 2016)

Las plantas cultivadas tienen limitado desarrollo vegetativo y productivo porque
estan expuestas a deficiencias de nutrientes en suelos con baja fertilidad natural y
escasa solubilidad de nutrientes, se plante6 evaluar cepas de Trichoderma spp como
bioestimulantes en el crecimiento y rendimiento del cultivo de pimiento H. Salvador,
se emplearon 14 cepas de Trichoderma para determinar la solubilizacién de fosfato y
efecto estimulante sobre la germinacién de semillas de pimiento y longitud radicular.
Las cepas promisorias fueron EM-12 y EM-134 que se identificaron como T.
longibrachiaum y Trichoderma sp. De acuerdo a las categorias estadisticas se
concluye que las cepas seleccionadas actuaron como promotoras del crecimiento
vegetal (Sabando, 2022).

10
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Trichoderma spp. utiliza diversos mecanismos para promover el crecimiento de
las plantas, como la sintesis de fitohormonas, la produccion de vitaminas, la
solubilizacion de nutrientes, el aumento de la captacion y translocacion de nutrientes,
el mayor desarrollo de las raices y el incremento de la tasa metabdlica. Se evaluo el
crecimiento de plantas de tomate inoculadas con cepas nativas e importadas de
Trichoderma spp. Las cepas utilizadas fueron aisladas de productos comerciales
(THU-01 y THC-02) y dos cepas nativas (THM-03 y THM-04). Las plantas de tomate
inoculadas con las distintas cepas de Trichoderma spp. mostraron un mayor nimero
de hojas, mayor longitud de raiz, altura y biomasa. Existen cepas nativas de
Trichoderma que pueden promover el crecimiento vegetal en las plantas de tomate,
aumentando la biomasa, altura, longitud de la raiz y numero de hojas (Rodriguez,
2022).

2.2 Contenido tedrico que fundamenta la investigacion

2.2.1 Cultivo de arroz

El arroz (Oryza sativa L.) es el cereal mas comun del mundo y se cultiva
ampliamente en los cinco continentes, en regiones pantanosas de clima templado o
calido y humedo. Es una planta herbacea anual de la familia de las gramineas. Es uno
de los alimentos mas consumidos a nivel mundial en la actualidad y es un componente

esencial de la dieta diaria de muchas personas en todo el mundo (Cortez et al., 2016).

2.2.1.1. Taxonomia

Segun Acevedo et al. (2006) indica que la taxonomia del arroz es la la siguiente:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Orden: Poales

Familia: Poaceae
Tribu: Oryzeae

Género: Oryza
Especie: Sativa

2.2.1.2. Morfologia

2.2.1.2.1. Raiz

Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT, 2005) afirma que las raices
son delgadas y fibrosas. Las raices de la planta de arroz (Oryza sativa L.) tienen dos

tipos: las raices seminales, que surgen de la radicula y son transitorias; las raices

adventicias secundarias, que tienen una ramificacion independiente y se desarrollan
11
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a partir de los nudos inferiores del tallo joven. Las raices fundamentales son

reemplazadas por las ultimas mencionadas.

2.2.1.2.2. Tallo

El tallo es cilindrico, recto, con modificaciones de nudos y entrenudos de
diferentes longitudes. En cada nudo se inserta una vaina foliar que envuelve el
entrenudo inmediato superior. En el extremo mas alto de la vaina, donde se articula el
limbo foliar, se pueden observar dos auriculas de hoz, vellosas, y una ligula hialina,
generalmente bifida y laciniada, de 5-15 milimetros de longitud (Guzman y Serrata,
2018).

2.2.1.2.3. Hojas

El limbo y la vaina foliar forman la hoja de arroz. Dos pequefias formaciones se
encuentran en la articulacion de las hojas: las auriculas, una lanilla con pelos largos y
flexibles, y la ligula, una pequefia membrana de forma variable, recta o curva (Valero,
2015).

2.2.1.2.4. Flor

La planta de arroz tiene una panicula, una inflorescencia compuesta de seis
estambres y un pistilo. El pistilo consiste en el ovario, el estilo y el estigma, mientras
gue los estambres se componen de anteras bicelulares, nacidas sobre filamentos
delgados (Crespo, 2017).

2.2.1.2.5. Semilla

Cuando se cosecha, el fruto cariopse y la cascara forman el grano de arroz,
también conocido como semilla. El arroz cdscara, que se compone del conjunto de
cariopse y glumelas, normalmente se comercializa como semilla. El grano de arroz
pasa por varias etapas de desarrollo, que incluyen acuoso, lechoso, pastoso y duro, y

su textura cambia con la pérdida de humedad (Delgado y Zorrilla, 2017).

2.2.1.3. Fases fenoldgicas

2.2.1.3.1. Fase vegetativa

Se caracteriza por un activo macollamiento, un gradual incremento de la altura
de las plantas, y la emergencia de las hojas a intervalos regulares. Los macollos que

no desarrollaron una panoja se llaman macollos infértiles. Esta etapa es la mas larga
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del cultivo, con una duracién aproximada entre 50 a 60 dias, en los que se comprende
desde la germinacion (emergencia del coleoptilo) que se da en los primeros 5 dias,
pasando por la fase de plantula que consiste en la aparicién de la primera hoja, luego
de ello tenemos el macollamiento (Olmos, 2006).

2.2.1.3.2. Fase reproductiva

La floracion (antesis), la emergencia de la hoja bandera, el engrosamiento del
tallo por el crecimiento interno de la panoja, la emergencia de la hoja bandera (ocurre
unos a 20-25 dias después de la diferenciacion del primordio floral) y la disminucion
del nimero de macollos son sus caracteristicas. En esta etapa se tardan alrededor de
35 dias, en los que se desarrolla el primordio floral hasta la floracion (Velazquez,
2015).

2.2.1.3.3. Fase de maduracion

En la fase de maduracion, hay tres etapas: El estado lechoso es la transicion
del estado acuoso al estado lechoso. El estado pastoso que fluctia entre masa blanda
y masa dura. La caridpside se encuentra totalmente desarrollada en tamafio, dureza

y sin tonalidades durante la maduracion (Paredes, 2020).

2.2.2 Propagacion in vitro o micropropagacion

La micropropagacion de plantas In Vitro es un método de propagacion asexual
de plantas a partir de un explante, hojas, tallos, raices, semillas o cualquier otro 6rgano
en un laboratorio. De esta manera se crea un ambiente artificial en el que se controla
la temperatura, la humedad y los nutrientes esenciales necesarios para garantizar un
crecimiento exitoso. Este procedimiento da como resultado plantas que son idénticas
a la planta madre de la que se extrajo el explante. Los frutos tendran el mismo sabor,
tamafo, color, resistencia a enfermedades y caracteristicas ambientales. Esta técnica
se utiliza para multiplicar plantas mejoradas genéticamente, especimenes Unicos con
caracteristicas ideales o para acelerar el mejoramiento u obtener abundante material

para investigaciones (Bioplan, 2019).

2.2.3 Principios basicos de cultivo de tejidos de arroz
El cultivo in vitro es un conjunto de técnicas que permiten el crecimiento y la

multiplicacion de células, tejidos, 6rganos o partes de érganos de una planta (explante)

en un medio nutritivo con temperaturas e iluminacién controladas en condiciones
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ambientales y asépticas.

Dos conceptos fundamentales para la comprension del cultivo de células y la
regeneracion de plantas son la plasticidad y la totipotencia, que sirven como base para
el principio del cultivo de tejidos. La plasticidad es la capacidad de una planta para
modificar su metabolismo, crecimiento y desarrollo para adaptarse y sobrevivir en
diferentes ambientes. La totipotencia, por otro lado, es la capacidad de una sola célula
para dividirse y producir diferentes tipos de células organizadas. Por lo tanto, en el
caso de las plantas, la planta tiene la capacidad de regenerar organismos completos
a partir de células Unicas, igual que la planta donante. La plasticidad y la totipotencia,
por lo tanto, permiten la regeneracion de plantas enteras a partir de cualquier parte de
la planta (Price, 2003).

2.2.4 Eleccion del explante

Debido a que las caracteristicas de cada especie o cultivar son Unicas y
determinadas por factores genéticos, las necesidades para su cultivo in vitro también
tienden a ser especificas. Las capacidades de regeneracion y crecimiento in vitro
parecen estar asociadas no solo al genotipo, sino también a la planta madre, bajo el
control de diversos factores endoégenos. El verdadero desafio, por lo tanto, radica en
el material vegetal y en su manipulacion antes de excisar el explante inicial. Esta
manipulacion incluye el manejo de la planta madre, las caracteristicas del explante
utilizado, el procedimiento de subcultivo adoptado, las condiciones ambientales y
microambientales dentro del frasco de cultivo y el trasplante. Todas estas etapas estan
influenciadas por diversas variables imponderables, que frecuentemente restringen la
repeticion de los resultados, dificultando la determinacion de un protocolo universal
(Yeoman, 2014).

Los factores que afectan a las plantas en el campo también tienen una gran
influencia en el comportamiento posterior de los explantes en cultivo in vitro, afectando
la formacion, desarrollo y establecimiento de estos. Entre estos factores se incluyen
el estado fisiolégico de la planta madre, la época del afio en que se realiza la
recoleccion y las condiciones generales de la planta o matriz donante. Las plantas
sanas que crecen vigorosamente son las mas adecuadas para el cultivo in vitro,

especialmente si se utilizan semillas como explantes. Por otro lado, los explantes de

plantas sometidas a estrés hidrico normalmente no crecen bien en cultivo in vitro. La
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condicion fitosanitaria de la planta madre es crucial, ya que determina la facilidad de

descontaminar el explante antes del cultivo (Murashige, 2014).

2.2.5 Tipo de explantes

Las plantas de arroz se han regenerado con una variedad de explantes,
incluidos protoplastos, embriones maduros, semillas maduras, anteras y microsporas,
raiz, limbo, apices del tallo epicétilo y mesdfilo. Para maximizar la produccion de callo
con alta regeneracion de plantulas, es necesario identificar explantes de arroz
adecuados para la produccion de callos embriogénicos en condiciones de cultivo. En
los estudios de cultivo in vitro del arroz, como el epicotilo, los apices caulinares, la
lamina foliar y el mesdfilo, se han buscado explantes con estas caracteristicas (Rey,
2010).

2.2.5.1. Raiz

La raiz principal o adventicia de las plantulas de arroz cultivadas en condiciones
estériles pueden producir callos embriogénicos. Al principio de los estudios de cultivo
in vitro del arroz, se utilizaron ampliamente las raices como explantes. Sin embargo,
aun no se ha establecido un protocolo reproducible para usar en experimentos de

transformacion genética.

La formacion de raices adventicias que se diferencian después del contacto con
el medio MS suplementado con auxina precede el desarrollo de callos a partir de
raices. Estos resultados también se observaron en el laboratorio, aunque se utilizo el
medio basal N6. En este medio, el 77% de las raices formaron callos, en contraste

con el 40% al 60% reportado por otros autores (Rahim, 2005).

Debido a la gran variacién en esta caracteristica entre los diferentes genotipos,
la diferencia en dias no se refleja en el tamafio de las raices. Después de que las
raices fueran inoculadas con auxina en el medio de cultivo, se descubrieron callos de
varios tipos a lo largo de las raices, algunos agrupados y otros aislados. Después de
dos o tres subcultivos, los callos primarios se vuelven friables, la mucilaginidad se va
perdiendo y el callo se vuelve mas seco, los callos embriogénicos son compactos,

redondos y de color crema.embriogénicos (Mandal, 2003).

La regeneracion de las plantulas es posible gracias a la capacidad
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embriogénica de los callos provenientes de las raices. La transformacion genética
utilizé callos de raices con una frecuencia del 37,5%. La ventaja de usar la raiz como
explante es que el tiempo requerido para obtener plantulas es menor que el que se
necesita para usar semillas maduras. Otra ventaja de esta reduccién para el cultivo in
vitro del arroz es que las raices estan disponibles durante todo el afio, a diferencia de

otros explantes (Bano, 2005).

2.2.5.2. Antera

La mayor dificultad de la aplicacion del cultivo de anteras es la adecuacion del
medio de cultivo para que ocurra la division celular, el proceso de activacion y
desactivacion de genes en el momento adecuado, con el objetivo de la diferenciacion
celular, por lo tanto, la obtencién de una planta (Silva, 2011).

Las condiciones fisiolégicas de la planta donadora, el tipo de pretratamiento
aplicado a los botones florales removidos de la planta, la fase de desarrollo del polen
y la presencia o ausencia de reguladores de crecimiento adicionales en el medio
determinan el éxito del cultivo de anteras y la regeneracion en plantas. Se pueden
obtener 1-2% de plantas haploides del polen total cultivado como granos aislados o
dentro de anteras siempre que se proporcionen condiciones ideales para las plantas
y los explantes (Mantell, 1994).

2.2.5.3. Protoplastos

Son células vegetales sin pared celular, pero tienen todas las potencialidades
de células vegetales. Debido a su facilidad de manipulacion y alta eficiencia en el
aislamiento, las suspensiones celulares derivadas de esos tejidos se utilizan con
mayor frecuencia, a pesar de que el aislamiento de protoplastos de varios tejidos es
posible. Dependiendo del medio, la frecuencia de regeneracion de protoplastos de
arroz aislados de suspensiéon de células derivadas de embriones inmaduros oscila
entre el 70y el 77% (Kaushal, 2014).

2.2.5.4. Embrion inmaduro
Los embriones inmaduros son adecuados para la induccion de callos y la
regeneracion de plantas debido a su excelente respuesta al cultivo in vitro. Sin

embargo, la obtencién de embriones con este tipo de explante es dificil. Es necesario

cultivar las plantas en invernaderos para obtener el embrién inmaduro durante todo el
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afo. Las paniculas inmaduras se extraen de las plantas a los 8 a 12 dias después de
la polinizacién, por lo que solo estan disponibles durante un corto periodo de tiempo
del ciclo de crecimiento del arroz. La preparacién de una gran cantidad de paniculas
inmaduras también es dificil y tiene restricciones estacionales (Komari, 2008).

2.2.5.5. Embrién maduro

Debido a que siempre estan disponibles en cantidad y pueden almacenarse
para su uso durante todo el afio, muchos autores creen que el embrion maduro es el
mejor. Las embriogénesis inducidas por el cultivo de este explante se utilizan con éxito

en la transformacion genética (Khaleda, 2006).

2.2.6 Innovacion en el cultivo de arroz

Se llevaron a cabo investigaciones pioneras sobre el cultivo de arroz in vitro a
mediados de la década de 1950. Estos estudios sirvieron como base para los
posteriores avances en el campo del cultivo de células y tejidos, asi como para la
inclusion de estas técnicas en una variedad de programas para mejorar el arroz. En
la biotecnologia, la gendémica, que comprende técnicas de secuenciacion a gran
escala, genética inversa e ingenieria genética, tiene el objetivo de mejorar el
fitomejoramiento, identificar genes o incorporar estos genes a través de transgénicos

para el desarrollo de nuevos cultivares.

A partir de la identificacion de genes en otras especies, pueden incorporarse a
plantas modelo para que los efectos de su introduccion o variaciones en su expresion
puedan llevarse a cabo en un sistema mas simple, antes de su introduccion en la
planta objetivo, que generalmente es una planta, que suele ser un proceso mas

complejo, laborioso y costoso (Koornneef, 2010).

La ingenieria genética permite la transferencia de genes aislados de cualquier
organismo a otras especies mediante la transformacion de células. Esto da lugar al
desarrollo de una variabilidad que no se puede lograr mediante los métodos de mejora
convencionales. En cada uno de sus procesos, estas tecnologias emplean métodos
de cultivo in vitro. contribuyendo significativamente al desarrollo de herramientas que
se pueden utilizar para estudiar la funcién génica y la transformacion de plantas
(Granados, 2012).
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La ingenieria genética permite la transferencia de genes aislados de cualquier
organismo a otras especies mediante la transformacion de células. Esto da lugar al
desarrollo de una variabilidad que no se puede lograr mediante los métodos de mejora
convencionales. En cada uno de sus procesos, estas tecnologias emplean métodos
de cultivo in vitro. contribuyendo significativamente al desarrollo de herramientas que
se pueden utilizar para estudiar la funcién génica y la transformacion de plantas
(Nassar, 2015)

Debido a su pequefio tamafio (430 Mbp), facilidad de manipulacion genética y
molecular, similitud gendémica con otras monocotiledoneas, amplia disponibilidad de
etiquetas de secuencia expresadas, acceso a secuencias gendmicas, mapas
moleculares saturados, el arroz es una planta modelo para los estudios moleculares

de la familia poaceae (Gale, 1998).

La creacion de una linea transgénica de arroz con caracteristicas agronémicas
favorables es crucial para reducir el nimero de retrocruzamientos para transferir
genes exdgenos entre cultivares de arroz. Esto es crucial debido a su importancia
global. Sin embargo, el desarrollo de una planta depende en gran medida del genotipo
y de la disponibilidad de una técnica efectiva de regeneracion y transformacion de
plantas. Por lo tanto, los primeros pasos para implementar la biotecnologia en los
programas de mejora genética son la identificacion de genotipos para la formacion de

callos en el arroz y su posterior regeneracion in vitro (Hoque, 2004).

2.2.7 Aparicion del cotileddn y la radicula en el cultivo de arroz
in Vitro

La aparicion se refiere al proceso mediante el cual algo se hace visible o
manifiesto. En el contexto de la biologia vegetal, y especificamente en el cultivo de
arroz in vitro, la aparicion del cotiledon y la radicula describe las etapas iniciales de
desarrollo en las que estas estructuras emergen y se vuelven visibles durante la
germinacion y crecimiento de la planta (Alcantara, 2019).

Aparicion del Cotiledon: Es el proceso en el que la hoja embrionaria emerge de
la semilla durante la germinacion. El cotiledon provee nutrientes al embrion en
crecimiento hasta que la planta es capaz de realizar la fotosintesis.

Aparicion de la Radicula: Es el proceso en el que la primera raiz emerge de la
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semilla. La radicula crece y se desarrolla en el medio de cultivo, formando la estructura

radicular inicial que ancla la planta y comienza a absorber agua y nutrientes.

2.3 Marco legal y normativo en Ecuador

La implementacion y desarrollo de tecnologias basadas en cultivo in vitro para
aplicaciones agricolas en Ecuador, como en cualquier otro pais, debe realizarse en
concordancia con la legislacion y normativas locales que rigen el uso seguro de
cultivos in vitro, la proteccion del medio ambiente, y la seguridad alimentaria. Ecuador,
como signatario de diversos acuerdos internacionales en estas areas, tiene un marco
legal que podria impactar en la investigacion y aplicacion de cultivos in vitro en la
agricultura. Se presenta un analisis basado en el contexto normativo general y las

implicaciones potenciales para este tipo de investigaciones en Ecuador.

La Constitucion de la Republica del Ecuador (2008) establece un marco sélido
para la proteccion del medio ambiente, el uso sostenible de los recursos, y la
garantia de la seguridad alimentaria. En particular, los articulos relacionados
con los derechos de la naturaleza (Art. 71-74) y el derecho a un ambiente sano
(Art. 14) son relevantes, ya que cualquier aplicacion de nanoparticulas en la
agricultura debe garantizar que no se darfie el ecosistema o la biodiversidad.

El Cddigo Orgéanico del Ambiente (2017) regula lo concerniente a la gestion
ambiental y el uso sostenible de los recursos naturales en Ecuador. Este cédigo
podria aplicarse a la investigacion y uso de nanoparticulas en la agricultura,
especialmente en lo que respecta a la prevencién de la contaminacion, la
gestion de sustancias peligrosas, y la realizacién de evaluaciones de impacto
ambiental para proyectos de investigacion y desarrollo. (p. 32)

Ley Organica de Agro biodiversidad, Semillas y Fomento de la Agricultura
Sustentable (2017) promueve la agro biodiversidad, el uso y conservacion de
semillas, y el fomento de practicas agricolas sustentables. La investigacion en
nanoparticulas dirigida a mejorar la productividad agricola o la resistencia de
los cultivos debe alinearse con los principios de sustentabilidad y seguridad
alimentaria que esta ley establece. (p.76)
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CAPITULO IlI: Disefio metodoldgico

3.1 Tipo y disefio de investigacion
La investigacion mencionada se clasifica principalmente como investigacion
aplicada a la biotecnologia agricola porque se centra en evaluar la germinacion in vitro
de Trichoderma harzianum en arroz (Oryza sativa). Este tipo de investigacién busca
resolver problemas especificos, como mejorar la germinacién y el crecimiento inicial

del arroz en condiciones controladas de manera sostenible y ecolégica.
3.1.1 Tipo

» Aplicada; Se enfoca en abordar problemas practicos concretos, como mejorar
la eficiencia de la germinacién y el crecimiento inicial de las plantas de arroz.
Esto ayuda a los objetivos de seguridad alimentaria y desarrollo agricola.

» Experimental; Para investigar sus efectos en un entorno controlado, permite la
manipulacion controlada de variables, particularmente la aplicacién de
Trichoderma harzianum durante el proceso de germinacion. Esto permite
determinar la relaciobn causa-efecto entre la intervencion (Trichoderma

harzianum) y los resultados observados.
3.1.2 Disefio de Investigacion

El disefio completamente al azar (DCA) fue apropiado para experimentos
controlados en laboratorio donde se evalud los efectos de varios tratamientos sobre
una muestra. Gracias a este disefio, es posible comparar directamente los
tratamientos en estudio. Se identifican variables independientes y dependientes en
esta investigacion sobre la germinacion in vitro del arroz con varios tratamientos en
biorreactores, incluido Trichoderma harzianum. Se proporciona un cuadro explicativo
para organizar y explicar claramente los tratamientos y repeticiones mencionados en
el estudio sobre la germinacion in vitro del arroz. Este diagrama ayuda a visualizar la
estructura del experimento que garantiza una implementacion sistematica y

coherente.
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Tabla 2

Disefio de tratamientos

Tratamiento Descripcion Objetivo Numero
de
semillas
T1 Tratamiento con Evaluar el efecto del 50
Trichoderma TRICHO - D. Trichoderma comercial
comercial. en comparacion con el

Trichoderma nativo.

T2 Tratamiento con Evaluar el efecto de 50
Trichoderma Trichoderma nativo. Trichoderma nativo, en
Nativo. comparacion con el

Trichoderma comercial.

T3 Medio de cultivo Comparar el efecto del 50
Medio MS Murashige y Skoog, medio MS en la
utilizado como control ~ germinaciény desarrollo
positivo para la de las plantulas.

germinacion in vitro.

T4 Tratamiento con agua Tratamiento de 50
Agua Estéril estéril como control referencia para comparar
negativo. el poder germinativo y

desarrollo de plantulas
sin ningun aditivo.
Nota; Total de semillas evaluadas en el estudio: 200

Este cuadro resume los cuatro tratamientos que el estudio evalud, cada uno
con 50 semillas, totalizando 200 semillas. El uso de controles positivo (medio MS) y
negativo (agua estéril) permite una evaluacion mas efectiva del impacto de

Trichoderma harzianum en comparacion con condiciones normales y sin tratamiento.

3.2 Lapoblacion yla muestra
Variedad de arroz SFL-011 (Oryza sativa), 4 tratamientos, 50 repeticiones por

tratamiento, cada tratamiento estara conformado por 50 semillas de arroz.
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3.2.1 Caracteristicas de la poblacion

Semillas de arroz (Oryza sativa) de la variedad SFL-011, seleccionadas por su
relevancia agronomica en Ecuador y su susceptibilidad conocida a condiciones de
estrés durante la germinacion.

3.2.2 Delimitacion de la poblacion

La poblacién estuvo completamente compuesta por semillas de una sola
variedad de arroz, asegurando la uniformidad. Para reducir la variabilidad del
almacenamiento, las semillas fueron de un lote reciente.

3.2.3 Tipo de muestra

Aleatoria simple, para asegurar que cada unidad experimental tenga la misma

probabilidad de ser seleccionada para cualquiera de los tratamientos.
3.2.4 Tamaino de la muestra

El estudio incluy6 un total de 200 unidades de semillas con una repeticién por
tratamiento. Se eligié este tamafio de muestra para garantizar una potencia estadistica
adecuada que permita identificar diferencias significativas.

3.2.5 Proceso de seleccion de la muestra

» Seleccién de Semillas: Se llevd a cabo una seleccion preliminar de un lote
homogéneo de semillas de arroz para eliminar las semillas dafiadas o de
tamanfo irregular, asegurando asi la uniformidad de la muestra.

» Asignacion Aleatoria: Para garantizar una distribucién justa, las semillas
seleccionadas se distribuiran aleatoriamente entre los cuatro tratamientos
mediante métodos de generacién de niumeros aleatorios.

» Implementacién de Tratamientos: Los tratamientos (Trichoderma comercial,
Trichoderma nativo, medio MS y agua estéril) se aplicaron en biorreactores de
inmersion temporal en condiciones controladas, siguiendo protocolos
estandarizados para cada uno.

Este disefio y técnica proporcionaron una base soélida para evaluar el efecto de
diferentes tratamientos en el desarrollo del arroz, permitiendo comparaciones
estadisticamente validas entre los grupos. La seleccién y el manejo cuidadosos de las
muestras garantizaron la validez de los resultados y la facilidad de interpretacién de

los efectos de cada tratamiento en la germinacion del arroz.
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3.3 Métodos y técnicas

3.3.1 Fase de campo

La recoleccion y seleccion de semillas para su traslado al laboratorio fue el
objetivo de la fase de campo.

3.3.2 Fase de laboratorio

» Preparacion del extracto de Trichoderma comercial

e Para preparar los extractos de Trichoderma, se utiliz6 un producto comercial
llamado TRICHO-D, y se administroé su dosis comercial en una proporcion de 5
g por cada 100 ml de DH20.

e Después de activar el producto durante una hora, se realizé el centrifugado al
vacio utilizando un matraz Kitasato, un embudo Buchner y una bomba al vacio
con un papel filtro de 0.2 micrones.

e Se obtiene un extracto puro libre de sedimentos.

» Procedimiento parala preparacién del medio de cultivo

e Medir el 50% de agua destilada del volumen de medio a preparar (200 ml) en
una probeta.

e Colocar el agua destilada medida en un vaso de precipitacion (resistente al
calor).

e Pesar en la balanza (15.6 g) de medio sélido

e Colocar el medio solido en el vaso de precipitado que contiene el volumen
medio de agua destilada.

e Solubilizar el medio (hasta observar que no existan grumos), agitando si es
necesario, adicionalmente se puede calentar la solucion de medio a fuego lento
para lograr la solubilidad completa.

e Ajustar el pH del medio entre 6 — 7.

» Uso de Biorreactores de Inmersion Temporal

e Preparacion de Biorreactores con uso de bombas aireadoras, recipientes de
vidrio, mangueras de silicon y filtros de aire.

e Se establecieron tiempos de inmersion en 2 Fases, 1IERA Fase 48 horas de
inmersion continua; 2DA Fase Programacion mecéanica cada 10 horas con dos

horas de inmersion.
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» Tratamiento de Semillas y Germinacion

Para garantizar la eficacia de los tratamientos planteados, las semillas

previamente seleccionadas no fueron tratadas con ningun producto.

Posteriormente, las semillas fueron introducidas dentro de biorreactores que ya
habian sido esterilizados, para que puedan ser enriquecidos con los tratamientos que
fueron seleccionados previamente.

Tabla 3

Descripcion de tratamientos

Tratamiento Descripcion Objetivo del Tratamiento
Trichoderma Aplicacién de Tricho-D Evaluar el efecto promotor de
spp. producto comercial a base germinacién con el producto
Comercial de Trichoderma. comercial.

Trichoderma Uso de Trichoderma Evaluar el impacto del

spp. Nativo  harzianum Nativo. Trichoderma harzianum Nativo

en la germinaciéon y el estado de
salud de las plantulas.

Medio MS Utilizacion del medio de Confrontar con un estandar de
cultivo Murashige y Skoog germinacion bajo condiciones de
para la germinacién de las laboratorio.
semillas.

Agua Estéril Semillas sumergidas en Definir una referencia de
agua esterilizada, sirviendo  germinacion sin aplicar
como control negativo. tratamientos adicionales.

Nota; Elaboracion los autores

» Evaluacion del crecimiento

Para cada tratamiento, se registraron minuciosamente la germinacion, el
crecimiento de las raices y la biomasa de las plantulas. Estas medidas proporcionaron
informacion cuantitativa sobre el impacto de cada tratamiento en el crecimiento de las
plantulas de arroz, desde la germinacion hasta las primeras etapas de crecimiento.

Los datos recopilados se analizaron con el software estadistico Infostat y la
prueba de Tukey al 5% de significancia. Con la ayuda de esta herramienta, se pudo
realizar un andlisis estadistico para comparar los efectos de diferentes tratamientos

en las variables de interés.
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CAPITULO IV: Andlisis e interpretacion de resultados

4.1 Analisis de los resultados

4.1.1 Dias para aparicion de radicula

Se observaron diferencias significativas entre los grupos tratados en la
evaluacion de dias para aparicion de radicula en biorreactores utilizando diferentes
tratamientos para la germinacion de semillas de arroz (Oryza sativa). Se analizaron

50 semillas por tratamiento.

La Tabla 4 presenta las medias obtenidas al analizar los dias de aparicion de
la radicula. Segun el andlisis de varianza, con un coeficiente de variacién de 19.66%,
se determiné un p-valor entre tratamientos de <0.0001, lo cual es menor a 0.05. Esto
permite rechazar la hipétesis nula y confirma que existe significancia estadistica entre
los tratamientos. Entre los resultados destacados estan: T2 (Trichoderma nativo) con
un valor de 3.88 dias para la aparicion radicular, y T3 (MS) con 4.84 dias. Los
tratamientos con menores promedios fueron T1 (Trichoderma comercial) con 5.86
dias, y T4 (testigo absoluto) con 6.90 dias a la aparicion radicular.

Tabla 4.

Dias para aparicion de radicula

Tratamiento Medias n E.E.
T2 Trichoderma nativo 3.88 50 015 A
T3 MS 4.84 50 0.15 B
T1 Trichoderma comercial 5.86 50 0.15 C
T4 Testigo negativo 6.90 50 0.15 D
C.V (%) 19.66
Significancia *

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.1.2 Dias para aparicion de cotiledon

La Tabla 5 presenta las medias obtenidas al analizar los dias de aparicion del
cotileddn. Segun el analisis de varianza y con un coeficiente de variacion de 12.06%,
se determind un p-valor entre tratamientos de <0.0001, lo que es menor a 0.05. Esto
permite rechazar la hipétesis nula y confirma que existe significancia estadistica entre
los tratamientos. Entre los resultados destacados estan: T2 (Trichoderma nativo) con
un valor de 6.82 dias para la aparicion del cotiledon, y T3 (MS) con 7.82 dias. Los
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tratamientos con menores promedios fueron T1 (Trichoderma comercial) con 8.82

dias, y T4 (testigo absoluto) con 9.98 dias a la aparicion del cotiledon.

Tabla 5.

Dias para aparicion de cotiledén

Tratamiento Medias n E.E.
T2 Trichoderma nativo 6.82 50 0.14 A
T3 MS 7.82 50 0.14 B
T1 Trichoderma comercial 8.82 50 0.14 C
T4 Testigo negativo 9.98 50 0.14 D
C.V (%) 12.06
Significancia *x

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.1.3 Dimension de radicula (cm)

La tabla 6 presenta las medias obtenidas al analizar la dimension de la radicula
en centimetros. Segun el andlisis de varianza, y con un coeficiente de variacion de
11.19%, se determind un p-valor entre tratamientos de <0.0001, lo que es menor a
0.05. Esto permite rechazar la hipotesis nula y confirma que existe significancia
estadistica entre los tratamientos. Entre los resultados destacados estan: T2
(Trichoderma nativo) con un valor de 4.96 cmy T3 (MS) con 4.47 cm. Los tratamientos
con menores promedios fueron T1 (Trichoderma comercial) con 4.04 cm y T4 (testigo

absoluto) con 3.40 cm de longitud de la radicula.

Tabla 6.

Dimension de radicula (cm)

Tratamiento Medias n E.E.
T4 Testigo negativo 3.40 50 0.07 A
T1 Trichoderma comercial 4.04 50 0.07 B
T3 MS 4.47 50 0.07 C
T2 Trichoderma nativo 4.96 50 0.07 D
C.V (%) 11.19
Significancia *

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

4.1.4 Dimension de cotiledon (cm)
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La tabla 7 presenta las medias obtenidas al analizar la dimensién del cotiledon
en centimetros. De acuerdo con el analisis de varianza y con un coeficiente de
variacion de 19.38%, se determin6 un p-valor entre tratamientos de <0.0001, lo que
es menor a 0.05. Esto permite rechazar la hipo6tesis nula y confirma que existe
significancia estadistica entre los tratamientos. Entre los resultados destacados estan:
T2 (Trichoderma nativo) con un valor de 3.12 cm y T3 (MS) con 2.80 cm. Los
tratamientos con menores promedios fueron T1 (Trichoderma comercial) con 2.45 cm

y T4 (testigo absoluto) con 1.99 cm de dimensién del cotileddn.

Tabla 7.

Dimension del cotiledon (cm)

Tratamiento Medias n E.E.
T4 Testigo negativo 1.99 50 0.07 A
T1 Trichoderma comercial 2.45 50 0.07 B
T3 MS 2.80 50 0.07 C
T2 Trichoderma nativo 3.12 50 0.07 D
C.V (%) 19.38
Significancia *x

Medias con una letra coman no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Tabla 8.

Comparacion del efecto de la aplicacion de Trichoderma spp.
en diferentes estudios

Tipo de Variables Hallazgos principales Referencia
cultivo evaluadas Microorganismo mejorados bibliogréafica
Longitud  Trichoderma spp Los resultados Santana, 2016
radicular mostraron una mayor
Tomate velocidad y porcentaje
(Solanum de germinacion en
lycopersicum semillas tratadas con
L) Trichoderma spp.
Longitud de  Trichoderma spp Promueven el Rodriguez, 2022
la rai crecimiento vegetal en
araiz
Tomate las plantas, aumentando
(Solanum la biomasa, longitud de
lycopersicum la raiz y niumero de
L.) hojas.
N Longitud ~ Trichodermaspp ~ Lascepasdelhongo  sabando, 2022
Pimiento . actuaron como
: radicular
(Capsicum promotoras del
annuum) crecimiento vegetal
Tabla 9.
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Comparacion de la germinacion con la aplicacion de
Trichoderma spp. en diferentes estudios

Tipo de Variables Hallazgos principales Referencia
cultivo evaluadas Microorganismo mejorados bibliogréfica
Oryza sativa Trichodermaspp La aplicacion como Nufiez, 2014
L. var. Velocidad de bioestimulante acelera
Cimarrén germinacion la velocidad de
germinacion de las
semillas.
Agave Trichodermaspp Los  microorganismos Castillo, 2022
victoriae-  Porcentaje de aceleraron la
reginae germinacion germinacion en
comparacion con el
control.
Arveja ~ Trichodermaspp La  aplicacion  de cCamargo, 2014
(Pisum Germinacion Trichoderma spp. en el
sativumL.) de plantulas cultivo de arveja mejora

significativamente  su
crecimiento y desarrollo,
influyendo en variables
fisiologicas como la
germinacion.

El tratamiento con Trichoderma (T2) mostro resultados favorables en cuanto a
los dias para la aparicion radicular. Investigaciones previas han destacado la
efectividad de Trichoderma en estimular la germinacién temprana en varias especies
de cultivos, lo cual se atribuye a la mejora en la biodisponibilidad de nutrientes
(Morales-Mavil, J. E. y Alba-Landa, J. 2014).

En cuanto a la variable dimension radicular, los tratamientos con Trichoderma
y el medio MS presentaron resultados similares, mientras que el control con agua
estéril mostro los resultados mas bajos del estudio. Estos hallazgos coinciden con
investigaciones que sugieren un efecto promotor de germinacion menos pronunciado
por parte de los medios de cultivo en comparacion con los tratamientos que incorporan

Trichoderma (Nascimiento et al. 2022).

La aparicion del cotiledon en la velocidad de germinacién podria estar
relacionada con la capacidad de Trichoderma para crear un entorno menos propenso
a la contaminacion microbiana y favorable para la germinacion. EI menor desempefio
del control con agua estéril subraya la importancia de los tratamientos activos en la
promocioén de la germinacién. Las condiciones estériles por si solas no parecen

suficientes para estimular un proceso de germinacion rapido, lo cual es respaldado
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por la literatura que destaca la influencia positiva de los componentes bioactivos en la
aceleracion de la germinacion (Cano et al. 2015).

Estos hallazgos coinciden con los informes de la literatura que indican que las
Trichodermas pueden tener un impacto positivo en el fomento del crecimiento de las
plantas y el desarrollo de las raices. Por ejemplo, se ha observado que las
Trichodermas mejoran la absorcion de nutrientes que promueven el crecimiento, lo
cual esté en linea con los resultados obtenidos en estudio. La actividad antimicrobiana
de las Trichodermas puede mejorar el ambiente radicular, beneficiando asi el
crecimiento de las raices (Carmona et al. 2018).

Es importante sefialar que, aunque ain no se comprenden completamente los
mecanismos exactos por los cuales las Trichodermas mejoran el crecimiento de las
plantulas y la longitud de las raices, estos resultados ofrecen evidencia solida de su
capacidad potencial como promotores del crecimiento en cultivos agricolas. En
resumen, los datos indican que el uso de Trichodermas proporciona beneficios
importantes para el crecimiento inicial de las plantulas de arroz, lo cual podria resultar
en mejoras significativas en el rendimiento y la salud de los cultivos en etapas

posteriores de desarrollo.

4.2 Interpretacion de los resultados

4.2.1 Aparicion de laradicula y el cotiledon

El tratamiento con Trichoderma también se relaciond con un control mejorado
de patdégenos, como se demostro por la ausencia de microorganismos patégenos en
las muestras tratadas. Esto coincide con la literatura que indican la capacidad
antimicrobiana de Trichoderma, creando asi un entorno mas saludable para el
crecimiento de las plantulas y potencialmente reduciendo la incidencia de
enfermedades transmitidas por el suelo. La rapida emergencia de la radicula sugiere
una mejora en la capacidad de las plantas para absorber agua y nutrientes, lo cual
podria tener efectos positivos a largo plazo en la vitalidad y la productividad de las

plantas.

El uso de Trichoderma durante la germinacion in vitro de plantulas de arroz
proporciona beneficios notables en cuanto al crecimiento y la salud de las plantas. No

obstante, es necesario realizar mas evaluaciones sobre la seguridad a largo plazo y
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el impacto ambiental de Trichoderma para garantizar que su aplicacion sea sostenible

y no conlleve riesgos inadvertidos para el medio ambiente ni para la salud humana.
4.2.2 Dimension de laradiculay el cotileddn.

Las plantulas de arroz tratadas con Trichoderma exhibieron un desarrollo
notable en la longitud de las raices y el tamafio de los cotiledones en comparaciéon
con las plantulas tratadas con agua estéril. Este aumento en el crecimiento puede
atribuirse a las propiedades bioestimulantes de Trichoderma. Numerosas
investigaciones se centran en explorar el potencial bioldgico y la formulacién utilizando
diferentes especies de Trichoderma, lo que contribuye a mejorar la eficacia de estas
practicas en una amplia gama de condiciones ambientales y sistemas de cultivo (Mesa
et al., 2019).

Los hallazgos de este estudio indican que las Trichodermas podrian tener un
papel importante en la agricultura sostenible. Su capacidad para promover el
crecimiento de las plantulas y el control de patégenos, sin los efectos negativos
relacionados con los pesticidas quimicos tradicionales, presenta una alternativa
atractiva para fortalecer la salud de las plantas y asegurar la disponibilidad de

alimentos de manera segura.
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

Esta investigacion ha demostrado de manera concluyente que Trichoderma
tiene un impacto significativo en la aparicion de la radicula y el cotiledon, asi como en
la dimension de la radicula y el cotiledon en plantulas de arroz. Los tratamientos con
Trichoderma no solo aceleraron la aparicion radicular, sino que también mejoraron
notablemente el crecimiento radicular y de los cotiledones en comparacion con los

tratamientos estandar y los controles negativos.

Los analisis estadisticos confirmaron que las diferencias observadas entre los
tratamientos con Trichoderma y los controles eran estadisticamente significativas,

validando la eficacia de Trichoderma como promotor de crecimiento.

Ademas, de estimular el crecimiento, Trichoderma también proporcioné
proteccion contra patégenos. Esto se evidencié por la ausencia de microorganismos
patdgenos en los tratamientos con Trichoderma, en contraste con el control negativo
que mostré crecimiento microbiano, asi como plantulas con signos de clorosis y

crecimiento esquelético.

La metodologia utilizada en este estudio, que incluyé el uso de biorreactores
para la germinacion y el seguimiento detallado de los parametros de crecimiento,
establece un marco para futuras investigaciones en el cultivo in vitro aplicado a la
agricultura. Se observo que el uso de Trichoderma podria ser un paso hacia practicas
agricolas mas sostenibles, ofreciendo una alternativa a los agroquimicos,

contribuyendo a una produccion agricola mas ecoldgica.

Es esencial que se lleve a cabo una evaluacién minuciosa de los efectos a largo
plazo en los ecosistemas agricolas y la seguridad para el consumo humano y animal.
Mientras que los resultados de este estudio son prometedores, para que Trichoderma
sea utilizado ampliamente en la agricultura, es necesario una comprension mas
profunda de su dindmica en el suelo y su potencial bioacumulaciéon en la cadena

alimentaria.
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5.2 Recomendaciones

Esta investigacion destaca el valor de los hongos en la agricultura debido a los
beneficios de Trichoderma para la aparicion de la radicula y el crecimiento de las
plantulas de arroz, asi como su capacidad para controlar patdgenos. Sin embargo,
para garantizar que estas tecnologias sean efectivas y seguras a largo plazo, es

necesario tomar en cuenta numerosos factores.

Promover diversas técnicas de aplicacion de Trichoderma, como tratamientos
de semillas, aplicaciones en suelo, aplicaciones foliares, adaptadas a diferentes
cultivos y practicas agricolas. Implementar programas de capacitacion para
agricultores, técnicos agricolas sobre el estudio y la aplicacién de Trichoderma en la
agricultura es una estrategia prometedora para mejorar la productividad agricola de
manera sostenible. Con investigacidn, capacitacion, y monitoreos adecuados, el uso
del hongo Trichoderma puede convertirse en una herramienta clave para el control

biologico de plagas y la promocién del crecimiento vegetal.

Es esencial realizar una evaluacion exhaustiva del impacto ambiental y
ecolégico. Aunque Trichoderma ofrece beneficios significativos en términos de
promocion del crecimiento y control de patégenos en cultivos de arroz, es fundamental
llevar a cabo evaluaciones detalladas de su impacto ambiental ecoldgico antes de su

adopcion a gran escala, lo que incluye:

» Estudios de Bioacumulacién y Toxicidad: Es fundamental investigar cémo
Trichoderma se acumula en varios componentes del ecosistema, tales como el
suelo, las plantas y el agua. Estos estudios deben identificar cualquier posible
efecto negativo en la cadena alimentaria y en la biodiversidad local. Es
necesario evaluar la toxicidad de Trichoderma en organismos no objetivo,
incluidos insectos, microorganismos beneficiosos y animales. Se requieren
ensayos a largo plazo para asegurar que Trichoderma no cause efectos
adversos en el medio ambiente ni en los organismos que dependen de estos
ecosistemas.

» Monitoreo de Resistencia a Trichoderma: Evaluar regularmente para identificar
cambios en la susceptibilidad de los patégenos hacia Trichoderma.

Implementar diversas cepas de Trichoderma y complementarlas con otras
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técnicas de control biolégico y manejo integrado de plagas para disminuir la
probabilidad de resistencia. Estudiar las posibles adaptaciones genéticas de los
patdbgenos que podrian hacerlos resistentes a Trichoderma, con el fin de
formular estrategias efectivas de mitigacion.

» Evaluacion de Ciclo de Vida: Realizar un estudio exhaustivo que tiene como
objetivo identificar los efectos ambientales vinculados a cada fase del ciclo de
vida de este hongo, abarcando desde su produccion hasta su eliminacién final.
Trichoderma es un tipo de hongo muy utilizado en la agricultura como agente
de control biolégico y como promotor del crecimiento de las plantas.

» Desarrollo de Guias de Aplicacién: Es fundamental para asegurar su uso
efectivo en la agricultura. Estas guias deben proporcionar informacion
detallada, practica para agricultores, técnicos agricolas sobre como aplicar este
hongo para maximizar sus beneficios como agente de biocontrol y promotor del

crecimiento vegetal.
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Anexos

Anexo 1

Figura 1. Esterilizacion de instrumentos de laboratorio

Figura 2. Corte de una cepa de Trichoderma Harzianum
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Figura 4. Preparacién del medio de cultivo

39

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Figura 5. Etiqueta de tratamiento con Trichoderma Harzianum
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Figura 6. Preparacion de tratamientos en incubadora orbital
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Figura 8. Datos de laincubadora orbital
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Figura 10. Tratamiento con Trichoderma nativo
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Figura 13. Tratamiento con agua estéril

Figura 14. Biorreactores con los tratamientos
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Figura 17. Desarrollo de plantulas

Figura 18. Diferenciacion segun tratamientos




Anexo 2

Dias para aparicion de radicula

Variable N R? R2 Aj Ccv
Dias para aparicion de rad.. 200 0.66 0.54 19.66
Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 316.72 52 6.09 5.46 <0.0001
Repeticion 62.62 49 1.28 1.15 0.2648
Tratamiento 254.10 3 84.70 75.97 <0.0001
Error 163.90 147 1.11
Total 480.62 199
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.54345
Error: 1.1150 gl: 147

Tratamiento Medias n E.E.

Trichoderma nativo 3.88 50 015 A
MS 4.84 50 0.15
Trichoderma comercial 5.86 50 0.15 C
Testigo negativo 6.90 50 0.15 D
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Dias para apariciéon de cotiledon

Variable N R? R2 Aj Ccv
Dias para aparicion de cot.. 200 0.69 0.57 12.06
Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 326.54 52 6.28 6.17 <0.0001
Repeticion 51.58 49 1.05 1.03 0.4264
Tratamiento 274.96 3 91.65 90.10 <0.0001
Error 149.54 147 1.02
Total 476.08 199
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.51910
Error: 1.0173 gl: 147

Tratamiento Medias n E.E.
Trichoderma nativo 6.82 50 014 A
MS 7.82 50 0.14 B
Trichoderma comercial 8.82 50 0.14 C
Testigo negativo 9.98 50 0.14 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Dimensién de radicula

Variable N R? R2 Aj Cv
Dimension de radicula (cm).. 200 0.70 0.60 11.19

Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 78.26 52 1.51 6.75 <0.0001
Repeticion 12.26 49 0.25 1.12 0.2957
Tratamiento 66.00 3 22.00 98.71 <0.0001
Error 32.76 147 0.22
Total 111.02 199

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.24298
Error: 0.2229 gl: 147

Tratamiento Medias n E.E.
Testigo negativo 3.40 50 0.07 A
Trichoderma comercial 4.04 50 0.07 B
MS 4.47 50 0.07 C
Trichoderma nativo 4.96 50 0.07 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Dimensién de cotiledén

Variable N R2 R2 Aj Cv
Dimension de cotiledén (cm.. 200 0.56 0.41 19.38
Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 48.08 52 0.92 3.67 <0.0001
Repeticion 13.08 49 0.27 1.06 0.3886
Tratamiento 34.99 3 11.66 46.24 <0.0001
Error 37.08 147 0.25
Total 85.16 199
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.25849
Error: 0.2522 gl: 147

Tratamiento Medias n E.E.

Testigo negativo 1.99 50 0.07 A

Trichoderma comercial 2.45 50 0.07

MS 2.80 50 0.07 C
Trichoderma nativo 3.12 50 0.07 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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