UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA

HONGOS ENDOFITICOS EN LA PROMOCION DE DESARROLLO DE Cedrela
odorata EN ETAPA DE VIVERO, CATACAMAS, OLANCHO, HONDURAS

POR:

FREDY ANIBAL PENA GUARDADO

TESIS

PRESENTADO A LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA
COMO REQUISITO PREVIO A LA OBTENCION DEL TITULO DE

LICENCIADO EN RECUERSOS NATURALES Y AMBIENTE

CATACAMAS OLANCHO

ABRIL 2018



HONGOS ENDOFITICOS EN LA PROMOCION DEL DESARROLLO DE Cedrela
odorata EN ETAPA DE VIVERO, CATACAMAS, OLANCHO, HONDURAS

POR:

FREDY ANIBAL PENA GUARDADO

ADAN ALVARADO RAMIREZ, M. Sc.
Asesor Principal

TESIS

PRESENTADO A LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA COMO
REQUISITO PREVIO A LA OBTENCION DEL TiTULO DE:

LICENCIADO EN RECURSOS NATURALES Y AMBIENTE

CATACAMAS, OLANCHO HONDURAS, C.A.

ABRIL 2018



UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA

ACTA DE SUSTENTACION DE

PRACTICA PROFESIONAL SUPERVISADA

Reunidos en la Sala de Sesiones del Departamento Académico de Produccion Vegetal de la
Universidad Nacional de Agricultura el: M Sc. ADAN ALVARADO RAMIREZ, Ph.D.
WILMER MISAEL REYES SANDOVAL y el M Sc. GERARDO JAIR LAGOS
HERNANDEZ, miembros del Jurado Examinador de Trabajos de P.P.S.

El estudiante FREDY ANIBAL PENA GUARDADO, del IV Afio de la carrera de Recursos
Naturales y Ambiente, presentd su informe.

“HONGOS ENDOFITICOS EN LA PROMOCION DE DESARROLLO DE Cedrela odorata
EN ETAPA DE VIVERO, CATACAMAS, OLANCHO, HONDURAS"

El cual a criterio de los examinadores, A 'PYOEO este requisito para optar al titulo de

Licenciado en Recursos Naturales y Ambiente.

Dado en la ciudad de Catacamas, Olancho, a los veintiséis dias del mes de abril del afio dos mil

dieciocho.
M Sc. ADAN ALV MIREZ D. WILMER IGISAEL REYES SANDOVAL
ASESO CIPAL ASESOR AUXILIAR

M Sc. GERARDO JAIR LAGOS HERNANDEZ
ASESOR AUXILIAR



DEDICATORIA

A Dios, ya que con la fe puesta en él he cumplido esta meta y por brindarme durante esta

etapa la salud y fuerza necesaria para persistir en mis estudios.

A mis padres Miriam Esperanza Guardado y Luis Alfredo Pefia, Por haberme dado la
vida, por cada consejo, por ser ejemplos en mi vida y apoyarme incondicionalmente en

cada decision.

A mi amigo y compafiero Pedro Antonio Montufar Santos (QDDG) quien Dios quiso
llevarlo hasta su presencia, dejando un gran vacio en nuestras vidas. Hasta pronto

Pedrinchi.

A mi hermana Tatiana Pefia y mi hermano Luis Pefia por ser de gran apoyo, ejemplos y

motivacion.

A toda mi familia por siempre apoyarme de cualquier formay por estar pendientes de mi en
esta etapa.

A personas muy especiales que siempre me acompariaron en esta bonita experiencia en la
UNA: Gladys Villafranca, Waldina Vasquez, Silvia NUfiez, Eduardo Quintero, Abel

Padilla, Elder Lemus, Jeancarlos Martinez.



AGRADECIMIENTO

A Dios todo poderoso, ya que sin €l no hubiera alcanzado esta meta.

A mis padres por todo el esfuerzo que han hecho para formarme como persona y siempre
apoyarme en todo.

A mi tio, Danilo Pefia Hernandez, por apoyarme grandemente en esta etapa, un ejemplo

mas de vida.

A mis asesores de tesis Adan Ramirez M.Sc, Ph. D. Wilmer Reyes y Gerardo Lagos
M.Sc, por haberme dado la oportunidad de desarrollar este tema y haber compartido sus

conocimientos en este proceso

Al Lic. Douglas Irias y Lic. Tony Escobar por haberme orientado, apoyado y motivado

durante el desarrollo de este trabajo

A mi compariera de tesis, Grecia Paz, por su apoyo incondicional en esta etapa y toda mi

carrera.

A mis compaferos/as de RRNN: Carlos Gamero, Rafael Lobo, Debora Amaya, Erick

Flores, Gabi Lopez, Lilian Hernandez, Cristian Portillo, Caren Lacoth, Diana Reyes.

Gracias a cada una de las personas que siempre han estado presente en este proceso en

especial a Riccy Morales y Kensy Morales.



CONTENIDO

Pag.

ACTA DE SUSTENTACION........oooieiceeseteee ettt es s s st i
DEDICATORIA ettt ettt e s ae e et e e s ne e e neennn e ii
AGRADECIMIENTO ...ttt i
LISTA DE TABLAS. ..ttt nns viii
LISTADE FIGURAS . ...ttt e e snee s iX
LISTA DE ANEXOS ...ttt e s neennne s Xi
RESUMEN ...ttt b et st nbeenneas Xii
I INTRODUGCCION ..ottt sttt 1
I OBJIETIVOS ...ttt ettt b et e et e e be e nbe e beenneas 2
2.1 GBNEIAL ...ttt et 2
2.2 ESPECITICOS ...ttt bttt 2
111 REVISION DE LITERATURA ..ottt 3
3.1 Cdrela OUOIALA. ..ottt bbb 3
3.1.1 CICIO VEQELALIVO ...ttt sttt ettt e sre e nra e 3
3.1.2 TAXONMOMIUA 1.ttt bbbt b ettt e b b 3
3.1.3 DeSCripCiOn de 18 ESPECIE.......eeiviceieiteeiecie sttt ste e sre e sbe e 4
3.1.4 DescripCion de SU NADITAL............cc.eiiiiiiic e 4
L5 USDS ittt 4
3.1.6 Factores limitantes de CreCIMIBNTO............coiiiiiiiieece s 5



3. 1.7 ESLrés €N 1S PIANTAS ......oviuieiiiiieisieree e e 5

3.1.8 AlgodonCillo del CeAr0.........cviiiieiee s 5
3.1.9 Plaga PriNCIPAL ......c.oeveieiiiee s 6
3.1.9.1 DISEIDUCTON ...ttt 7
3.1.9.2 BIOIOGIA ...ttt 7
3.1.9.3 Como se presenta el @tAgUE .........ccveieeiieeiecieseese et sra e 8
TN IR 0 - g 1= o SO USRS 8

3.2 HONQOS ENUOTITICOS ... ittt sttt sre e sna e reene s 9
B0 N O 1 ¢ T =1 o TSSOSO 9
KT B =T Tox | o 1od o] SRS SUROUSTPSN 9
3.2.3 Relacion planta-hongo endofitiCoS .........ccccvveiieiiiiccece e 10
3.3 MELADOIITOS ...t 10
3.4 TIICNOUBIMA SPP .ttt bbbttt nb bbb 10
3.5 FUSAITUM SPP -ttt bbb bbbttt ettt b e b be e 11
3.6 UNIAAES SPAD ... 12
IV MATERIALES Y METODO ..ottt enes s st 14
4.1 LoCAliZaCiON gEOGIAFICA. ... ccveeeeieiiieieeie ettt 14
4.2 MaterialeS Y EQUIPO.......oiiiiiiiieieiee ettt 15
4.2.1 Material y equipo de 1aD0ratorio..........cocoviiiiiiiiieiee e 15
4.2.2 Material y equipo para vivero forestal ..............cccoveiieii i 15
4.2.3 Material para toma de dat0S..........ceeiiiiiieiie i 16
4.3 Procedimientos en VIVEro fOrestal ... 16
4.3.1 Elaboracion de macro tUNEL ..........cocooviiiiiiiiii s 16
4.4 Procedimientos n 1aboratorio...........cooeiiiiiiiiiiecec e 17
4.4.1 Asepsia del [aboratorio .........ccoveiiiiiiieiiic e 17



4.4.2 Desinfeccion de la cAmara de aiSlamiento .........ooov e 17

4.4.3 ReproducCion del iNOCUIO ........c.ciiiriiiiiieiee s 18
4.4.4 RePrOdUCCION BN AITOZ .....cuvveienieieiiesieieeie sttt ettt bbbttt neenes 19
4.4.5 Preparacion de 1a SUSPENSION 0 ESPOIAS .......cvrveveirieriiieiesiesiees s 19
4.5 DescripCion de tratamientos ..........cocoirerieiririeeese et 22
4.6 Variables eValuadas .............ccooviiiiiiiiieee s 22
4.6.1 COIONIZACION ...t 22
4.6.2 DIAMELIO del TAH10 ....vveieciiiseee e 23
4.6.3 Altura de 1a PIANta........cceeviiiiiece e 24
4.6.4 ClOTOTHA ..o s 24
4.6.5 PeSO freSCO 0 18 FAIZ ....c.veueieieeeisee s 25
4.6.6 LONQITUA € FAIZ ....c.eeivieieeie et 26
4.7 DiSeio eXPEITMENTAL......cciiiiiiiiiee et 26
4.7.1 MOdEl0 eStAISTICO ... 27
4.7.2 ANALISIS €STATISTICO ... 27
V RESULTADOS Y DISCUISION ....cooviiieeiieeeeieeeeseee et ese s enes s s 28
5.1 Colonizacion del sistema radicular en C. 0dorata...........cccoveereneeneiereneneseeee s 28
5.2 Promocion de crecimiento y desarrollo de hongos endofiticos en C. odorata............... 29
5.2. 1 Altura de 1a PIanta.........ooiiiiiie e 29
5.2.2 Diametro de la planta al nivel del SUEIO............ccooveieeiiiiccece e 30
5.2.3 LoNGitud de 18 FAIZ ......ccveeiiceiccieee e 31
5.2.4 PeS0 freSCO de 18 FAIZ ......ooveuiiiiieecese e 32
5.2.5VOIUMEN € 1 TAIZ .....eiiiieiee s 33
5.3 Determinacion de ClOrofila..........c.oooeiiiiiiie e 33
5.4 ResUItad0s INESPEIAUOS. .......eciiiiiiieiiie sttt te e ee e nree s 34



VI CONCLUSIONES. ... 35

VII RECOMENDACIONES ........oo e 36
VI BIBLIOGAFTA ...ttt 37
ANEXOS e 43

vii



LISTA DE TABLAS

Pég.

Tabla 1. Porcentaje de colonizacién por zonas en raices de C. odorata. ...........cccccceevrenee. 29

viii



LISTA DE FIGURAS

Pég.
Figura 1. Cedrela odorata en etapa de vivero (izquierda) y C. odorata en etapa
adulta (derecha) por: F.W. Howard, University of Florida........................ i 3
Figura 2. Taladrador de las meliaceas, H. gandella. Fotogafia por: Doug Caldwel,
UNIVErSItY OF FIOMIAA. ......ocvviieiiccece et 6
Figura 3. Huevo de H. grandella. Por: J.V. DeFilippis, University of Florida (arriba a
la izquierda), H. grandella en fase de larva. Por: FW Howard, University of Florida
(arriba a la derecha) y H. grandella, polilla preservada en alfiler. Créditos: L.J. Buss,
University of FIorida (aDaj0). .......ccoviieiieieccce e 7

Figura 4. Ubicacion geografica del vivero forestal y laboratorio de entomopatdgenos...... 14
Figura 5. Equipo de laboratorio (de derecha a izquierda) autoclave, camara de flujo
laminar, calentador y agitador (Fisher scientific) y cristaleria (placas Petri, tubos de
ensayo, DEaKEr, PIPELA). ....ooiiiiiiii e 15
Figura 6. Plantas de C. odorata (bancal izquierdo) utilizadas para la inoculacion de
endofiticos al interior del tanel (izquierda) y disefio del macro tunel en vivero forestal
(BIECNA). ...ttt bbbttt bbb 16
Figura 7. Desinfeccion de la cdmara de flujo laminar. ... 18
Figura 8. Extraccion de hongos de la placa Petri (izquierda) y sellado de bolsa con
arroz Y NONQOS (AEIECNA). ...cvviiiieiie e be et eere e 18
Figura 9. Arroz esterilizado enfridandose (arriba), aplicacion de hongos al arroz
esterilizado (izquierda) y producto luego de los veinte dias (derecha). .......c.cccccccevverurennne. 19
Figura 10. Elaboracién de solucién madre para determinar la concentracion de
esporas (izquierda) y solucion madre (derecha). ........ccocevievieii e 20
Figura 11. Camara de Neubauer utilizada para conteo de esporas (izquierda),
aplicacion de solucion en cdmara de NEUDAUET............ccverierieriereiinesceee e 20

iX


file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408674
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408674
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408675
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408675
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408675
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408675
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408680
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408680
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408681
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408681
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408682
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408682

Figura 12. Como se diluye la solucion madre en los tubos (izquierda) y soluciones
obtenidas de la solucion madre (AereCha)..........cccviieieieiere e 21
Figura 13. Preparacion de las soluciones aplicadas (izquierda) y tamizado de
soluciones para evitar residuos del arroz (derecha)...........ccceevveveivieiieeresie e 21
Figura 14. Muestra como se dividio la raiz en zonas para evaluar la colonizacion
(izquierda) y seccionando raices en las tres partes (derecha), .........ccocvevvevvereneneiesesesinne 23
Figura 15. Ubicacion de muestras en las placas Petri (izquierda) y raices colonizadas
con Trichoderma Vernon 6 (dereCha). .........cccoveiiiieiieii s 23
Figura 16. Pie de rey digital (izquierda) y medicion de las plantas de C. odorata
(EIECNA). ...ttt bbbttt 24
Figura 17. Medicidn de altura de 1as plantas. ............ccoceeveiiiieii e 24

Figura 18. SPAD 502 (izquierda) y medicion de clorofila en plantas de C. odorata

(EIECNA). ...ttt bbbttt 25
Figura 19. Pesando raiz en balanza digital. .............cccoooeiiiiiiinnne e 25
Figura 20. Medicidn de longitud de la raiz con regla milimetrada. .............ccccoeveiiveieennnns 26
Figura 21. Medicidn del volumen de [a raizZ. ..........cccooveiieiiiii e 26
Figura 22. Gréfica de alturas (cm) en platas de C. odorata. .........cccccocereveneneienciencenene 30

Figura 24. Gréfica de longitudes de raices (cm) utilizando hongos endofiticos en
PlaNtas de C. OUOTALA.......cviiiiiieiieieie e se s 31
Figura 25. Grafica de peso fresco de raices (en g) en plantas de C. odorata aplicando
[a SOIUCION dE ENUOTITICOS. .. .iiviiiieiieieieie e 32
Figura 27. Gréfica de los niveles de clorofila (unidades SPAD) en plantas de C.
(00 ] = L - VSRS 34

Figura 28. Algodoncillo del cedro (Mastigimas Cedrelae)...........cccooevvveveiiieieeveciicceenn, 34


file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408684
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408684
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408685
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408685
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408687
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408687
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408688
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408688
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408689
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408690
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408690
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408691
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408692
file:///C:/Users/Tatiana/Desktop/TESIS(HE)_Fredy_Peña.docx%23_Toc513408693

LISTA DE ANEXOS

Pég.
Anexo 1. Andlisis de la varianza de la variable altura (cm) de C. odorata..............cccue..e... 44
Anexo 2. Pruebas de medias utilizando LSD Fisher para la variable altura (cm) de C.
(00 0] = L - VSRS 44

Anexo 3, Andlisis de la varianza de la variable diametro de tallo (mm) en C. odorata. .....45
Anexo 4. Pruebas de medias utilizando LSD Fisher para la variable diametro de tallo
(MM) BN C. OUOTALAL ....eeveeeeeeeee ettt bbbt b bbb enes 45
Anexo 5. Andlisis de la varianza de la variable longitud de raiz (cm) en C. odorata.......... 46
Anexo 6. Pruebas de medias utilizando LSD Fisher para la variable longitud de raiz
(o0 0) I LI Ol [o] > - VUSROS 46
Anexo 7. Andlisis de la varianza de la variable peso de raiz (g) en C. odorata. ................. 47
Anexo 8. Pruebas de medias utilizando LSD Fisher para la variable peso de raiz (g)
LTI O 0T [0 - - VSRS 47
Anexo 9. Andlisis de la varianza de la variable volumen de raiz (ml) en C. odorata.......... 48
Anexo 10. Pruebas de medias utilizando LSD Fisher para la variable volumen de raiz
(MI) BN C. 0UOTALA. ...ttt 48
Anexo 11. Andlisis de la varianza de la variable clorofila (%) en C. odorata..................... 49

Anexo 12. Pruebas de medias utilizando LSD Fisher para la variable volumen de raiz

(L= L O o o] = L - VPRSP 49
Anexo 13. Lista de tratamientos utilizados en la investigacion. ...........c.cccoevereneieninnnnnns 50
Anexo 14. Formato para toma de datos durante 1as mediCioNnes. .........ccccevvveeeviveresiiesinennnns 50
Anexo 15. Esporas de Trichoderma spp. ViSto €n MiCroSCOPIO ........ccvveeiveeriveiieiiieesie e 51
Anexo 16. Esporas de Fusarium spp. ViSto €N MICIOSCOPIO .....ccvvevvveeiveeiieerieeiieesieesieenieens 51

Xi



Pefla Guardado, F.A. 2016. Hongos endofiticos en la promocion de desarrollo de Cedrela
odorata en etapa de vivero, Catacamas, Olancho, Honduras. Tesis Lic. Recursos Naturales

y Ambiente. Universidad Nacional de Agricultura. Catacamas, Olancho, Honduras. 65 Pag.

RESUMEN

Se investigd el papel de los hongos endofiticos como promotores de crecimiento y
desarrollo de C. odorata durante la fase de vivero y asi mejorar las plantas en esta fase. Las
cepas utilizadas fueron obtenidas del laboratorio de hongos entomopatégenos de la
Universidad Nacional de Agricultura, los géneros utilizados en esta investigacion fueron
Trichoderma spp y Fusarium spp evaluando diez y cinco tratamientos respectivamente
contando con un testigo, las soluciones elaboradas a partir de los endofiticos se ajustaron a
una concentracion de 1x10° ufc/ml realizando una inoculacion a los tres meses de edad de
la planta y la segunda 15 dias despues. Se evaluaron indicadores como altura de planta,
diametro de tallo, unidades SPAD, peso fresco, longitud y volumen de raiz, de los cuales
los del género Trichoderma mostraron superioridad ante los demas en indicadores como
altura de planta con 30.86 cm con el T8-TV3, diametro del tallo con 4.44 mm del T4-TH4,
longitud de raiz con 21.5 cm con T10 TT3; volumen de raiz con 1.5 ml obtenida por el T5-
TH5; los tratamientos del genero Fusarium mostraron buenos resultados en variables como
peso fresco de raiz 1.2 g con T13-FC2. Estos resultados se pueden resumir variables que
son fundamentales para la planta como la clorofila, al obtener el mejor resultado T5-TH5
con 31.84 unidades SPAD vy en cuanto capacidad de colonizacion el T5-TH5 con 94.44% y
el T9-TT2 también con un 94.44%, concentrandose una colonizacién del 100% en la zona
alta de la raiz.

Palabras clave: Colonizar, C. odorata, Endofiticos, Fusarium, Trichoderma,.

xii



l. INTRODUCCION

El uso de hongos endofiticos como agentes de control bioldgico para para combatir plagas,
nematodos y hongos fitopatdgenos es una tendencia en crecimiento. Estos hongos son
capaces de inhibir o reducir el crecimiento de patdgenos mediante micoparasitismo,
antibiosis o produccion de metabolitos, competicion por nutrientes y espacio, y mediante el
estimulo de la resistencia de la planta (FUNGEUVA 2009).

Segln Abello y Kelemu (2006) esta simbiosis consiente en dar a las plantas una mayor
habilidad competitiva y confiere una plena expresion de su potencial genético representado
en altas tasas de germinacion, mejor densidad, mayor cantidad de biomasa en los tejidos y

mayor produccion de semilla.

El estudio de los hongos endofiticos es importante por una serie de razones para logar un
mejoramiento forestal con las siguientes caracteristicas: 1) aumentar la adaptacién en los
sitios potenciales de las plantaciones, 2) la tasa de desarrollo, 3) plantas saludables con
resistencia a enfermedades y 4) buena calidad de los arboles como producto final (madera,

lefia, forraje, estabilizacion del suelo) (Barner, H., et al., 1992).

El periodo de la investigacion fue de cuatro meses (septiembre a diciembre del 2017) Para
el desarrollo de ésta, se realizaron una serie de procesos regulados utilizando para cada uno
materiales y equipo especifico, iniciando con la identificacién de las cepas que se utilizaron
y la movilizacion de las plantas hacia el macro tunel y finalizar con las pruebas de

colonizacion para determinar que endofiticos y en qué zona de la raiz desarrollaron mejor.



1. OBJETIVOS

2.1 General

Evaluar el efecto de hongos endofiticos Trichoderma spp. Y Fusarium spp. en promocion

del crecimiento y desarrollo de C. odorata.

2.2 Especificos

Estimar el porcentaje de colonizacion de Trichoderma spp. y Fusarium spp. en el sistema

radicular

Medir el efecto en la promocidn de crecimiento y desarrollo de los hongos endofiticos en C.
odorata

Determinar la cantidad de unidades SPAD de la clorofila al utilizar hongos endofiticos



I1l.  REVISION DE LITERATURA

3.1 Cedrela odorata

3.1.1 Ciclo vegetativo

Segin CONABIO, (s.f). el follaje caducifolio de los arboles (figura 1) desprenden las hojas
cuando han madurado totalmente los frutos de la temporada anterior, antes de florecer; su
floracién es en los meses de Mayo a Agosto y la maduracién de frutos es en Abril y Mayo

del afio siguiente cuando el arbol ha desprendido sus hojas

Figura 1. Cedrela odorata en etapa de vivero (izquierda) y C. odorata
en etapa adulta (derecha) por: F.W. Howard, University of Florida.

3.1.2 Taxonomia

Reino: Plantae
Division: Faner6gama / Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida



Orden: Sapindales

Familia: Meliaceae

Género: Cedrela

Especie: C. odorata

Nombre cientifico: Cedrela odorata.
Nombre comun en espafiol: Cedro

Nombres comunes relacionados: Cedro Amargo, Cedrela (Herrera y Lanuza, 1997).

3.1.3 Descripcion de la especie

Arbol de hasta 18 m de altura; el tronco es erguido, ligeramente engrosado en la base, de 1
a 1.5 m de diametro a la altura del pecho; la copa es frondosa y redondeada; las flores son
pequefias y perfumadas de color crema; los frutos son capsulas de 3 a 5 cm, de color pardo
morenas (CATIE y OFI, 2014a).

3.1.4 Descripcion de su habitat

Se encuentra en las zonas de vida de bosque humedo tropical, bosque himedo subtropical y
bosque seco tropical. Es una especie exigente de luz. De México a Bolivia y norte de
Argentina, y en el Caribe. Debido a su amplia distribucion en América tropical forma parte
de la flora nativa de la mayoria de paises latinoamericanos, a excepcion de Chile (CATIE y
OFI, 2014b).

3.1.5 Usos

Sin duda, su principal producto es la madera de excelente calidad, que se usa para
construccion ligera, decoracion de interiores, construccion de barcos (cubiertas y forros).
Con ella se hacen muebles finos, instrumentos musicales, badles, cajas de puros y estuches,

lambrin, parquet, carpinteria y ebanisteria en general. EIl olor de la madera hace que se use



para joyeros, cajas de cigarros, gabinetes, ademas de ser reportado al proteger frente a las
polillas (CATIE y OFlI, 2014c).

3.1.6 Factores limitantes de crecimiento.

Cabe mencionar que esta especie es afectada por la Hypsipyla gandella, la misma que
aqueja tanto en vivero como en las plantaciones. La limitante principal es el ataque a la
yema terminal por H. gandella, Se producen dafios por plantas epifitas. No tolera suelos
con contenidos de aluminio por arriba de 1 ppm (Vinueza, 2012).

3.1.7 Estrés en las plantas

Si una planta no es capaz de reproducirse no podra prosperar en una comunidad. Surge asi
el concepto de estrés, que puede definirse como todo factor externo que afecta
negativamente el crecimiento, productividad y reproduccién de las plantas. De acuerdo a
su origen los estreses se agrupan en dos grandes categorias: abi6ticos o ambientales y
bioticos o bioldgicos (Prado, et al. 1997).

Independientemente de su naturaleza, las situaciones desfavorables tienden a producir
cambios o dafios celulares que invariablemente resultan en una alteracién metabolica. No
obstante, esta consideracion no siempre resulta cierta por cuanto algunas especies se
desarrollan mejor en ambientes estresantes, aparentemente menos aptos, que en otros mas

benignos y por ende supuestamente mas ventajosas (Wang. 1997).

3.1.8 Algodoncillo del Cedro

Los adultos y las ninfas de esta plaga se dedican a succionar savia en hojas y brotes; causan
el arrugamiento de las hojas y la caida prematura de estas; puede matar plantas jovenes en

viveros o reducir fuertemente su desarrollo (Noyes y Hanson 1996).



Se presentan varias generaciones por afio, no se conoce con precision la duracién del ciclo,
pero se estima que requiere de pocas semanas, apenas de 3 a 5, existe sobreposicion de los
estados de desarrollo y en cualquier fecha del afio es posible encontrar adultos y los

diferentes instares ninfales (Cibrian 2001).

Los adultos son los que se dispersan, pueden volar hasta alcanzar nuevos hospedantes;
eventualmente son arrastrados por el viento y de esta manera llegar a distancias
considerables. Se considera que este es un insecto nativo de México, de tal forma que

existen enemigos naturales establecidos y que regulan la poblacion (Cibrian 2001).

3.1.9 Plaga principal

El taladrador de las meliaceas (figura 2), H. gandella, taladra los brotes de arboles en la
familia de las caobas (Meliaceae), especialmente las caobas (Swietenia spp.) y los cedros
(Cedrela spp.). Es una plaga econdémica importante, y ha sido el objetivo de

investigaciones en muchos paises tropicales.

Figura 2. Taladrador de las meliaceas,
H. gandella. Fotogafia por: Doug
Caldwel, University of Florida.



3.1.9.1 Distribucidén

La distribucion del taladrador de las melidceas probablemente coincide con la de sus
plantas hospederas principales, eso es, las caobas y los cedros, el sur de la Florida, la
mayoria de las islas de las Indias Occidentales, México desde Sinaloa hasta el sur,

Centroamérica, y América del Sur con la excepcion de Chile (Giffiths 2001).

3.1.9.2 Biologia

Estas colocan los huevos durante las horas tempranas de la mafiana sobre brotes nuevos,
cicatrices de las hojas caidas, hojuelas (especialmente al lado de una vena en la superficie
superior), y frutas. Los huevos generalmente se ponen uno por uno, pero a veces estan
agregados en un grupo de tres o cuatro huevos metidos en axilas de hojas. Una hembra
puede poner cerca de 300 huevos, pero tipicamente pone no mas que unos pocos huevos
por cada arbol, estas polillas adultas son nocturnas y viven siete a ocho dias (figura 3)
(Solomon 1995).

Figura 3. Huevo de H. grandella. Por: J.VV. DeFilippis, University
of Florida (arriba a la izquierda), H. grandella en fase de larva.
Por: FW Howard, University of Florida (arriba a la derecha) y H.
grandella, polilla preservada en alfiler. Créditos: L.J. Buss,
University of Florida (abajo).



3.1.9.3 Como se presenta el ataque

El barrenador de las meliaceas, H. gandella es una de las plagas forestales mas severas
conocidas en el tropico. EI principal dafio es causado por la larva que destruye el retofio
terminal principal, atravesando en las puntas y haciendo tlneles en los tallos jovenes. Los
rebrotes de las plantas afectados por repetidos ataques del insecto, dan como resultado
numerosas ramas laterales y, consecuentemente, arboles mal formados, indeseables para la
produccién de madera (FHIA. 2011).

Las larvitas frecuentemente penetran primero la yema axilar y luego, el estado posterior, se
mueve barrenando el retofio terminal no lignificado, la yema axilar o la punta de las ramas.
La alimentacion continda generalmente en la médula, consumiendo la corteza, floema y
hojuelas (Vergara. 1997).

Las larvas protegen sus agujeros de entrada y tuneles construyendo un tejido, el cual es
cubierto con particulas de plantas y excrementos; estas estructuras protectoras son también
construidas antes de la pupacion. El dltimo instar larvario hila frecuentemente su capullo

en el final superior del tanel, donde ellos pupan (Vergara. 1997).

3.1.9.4 Manejo

En cualquier situacion, este insecto es supremamente dificil de controlar, sobre todo porque
aungue algunos métodos reducen la poblacion de la plaga considerablemente, hasta las
poblaciones ligeras pueden causar dafio significativo. En hecho, el dafio mas importante del
insecto, destruccion del brote terminal, es el resultado de una sola larva por arbol (Howard
y Merida 2014).



3.2 Hongos endofiticos

3.2.1 Origen

Endofitico o endofito es un término que se conoce en el siglo XIX y se utilizd para agrupar
organismos fangicos que viven dentro de las plantas. En la actualidad los endofiticos se
aceptan como organismos que viven asintomaticamente dentro de los tejidos aéreos y
subterraneos vegetales vivos incluyendo los hongos productores de micorrizas (Saikkonen
et al, 1998).

3.2.2 Descripcion

Los hongos endofiticos afectan en los requerimientos y preferencias nutritivas, por esto
podrian afectar la tasa de uso de fotosintatos, afectando al hospedero, al acabar ciertos
productos segun la presencia y dominancia de ciertos endofiticos. La tasa fotosintética no
es perturbada a sus hospederos naturales en el estadio de plantula. Las asociaciones de
organismos endofiticos con sus plantas huésped son variadas y complejas. Los organismos
microbianos endofiticos a menudo contribuyen a la salud normal y el desarrollo de sus
plantas huésped a cambio de un nicho relativamente privilegiado (Gambona-Gaitan et al.
2005).

Algunos grupos de microorganismos endofiticos han sido descritos como mutualistas que
protegen a las plantas contra tensiones bidticas. Los endofiticos contribuyen a la
adaptacion de las plantas huésped a las tensiones ambientales y también pueden ser
responsables de ellas. Durante las Ultimas dos décadas, los endofiticos han sido objeto de
valiosas fuentes de nuevos compuestos bioactivos y metabolitos secundarios (Tiscornia,
2012)



3.2.3 Relacidn planta-hongo endofiticos

Segun la habilidad de un hongo para existir en un hébitat particular como el suelo o la
superficie del 6érgano de una planta, esta particularmente determinado por las relaciones
ecologicas con otros microorganismos. Estas interrelaciones a menudo son antagonistas
naturales, donde uno o mas de los organismos puede resultar perjudicado o tener una
actividad reducida (Rey, et al. 2001).

La mayoria de estos hongos, son ascomicetos y estan presentes en gran parte de su ciclo de
vida dentro del tejido de la planta, donde pueden alterar la fisiologia promoviendo el
crecimiento e incrementando la resistencia al estrés causado por factores bidticos o

abioticos (Pocasange, et al. 2006).

3.3 Metabolitos

Los metabolitos secundarios son aquellos que frecuentemente son producidos en la fase
siguiente a la del crecimiento; no tienen funcién para el crecimiento (aunque pueden tener
una funcion de supervivencia); son 19 producidos por ciertos grupos restringidos de
organismos; tienen estructuras quimicas inusuales. (Martin y Demain, citado por
Forchiassin et al. 1999)

3.4 Trichoderma spp

Este hongo se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, y se presenta en distintas
zonas y ambientes, principalmente en aquellos que contienen materia organica o desechos
vegetales en descomposicion, ademas de restos de cultivos, especialmente en aquellos que
son atacados por otros hongos. Su desarrollo se ve beneficiado por la presencia de altas
densidades de raices, las cuales son colonizadas rapidamente por estos microorganismos
(Péez, 2006).

10



Esta capacidad de adaptacion a distintos escenarios ambientales y sustratos atribuye a
Trichoderma la posibilidad de ser manipulado en diferentes suelos, cultivos, climas y

procesos tecnologicos (Paez, 2006).

El género Trichoderma (anexo 15) se considera un hongo cosmopolita, habitante natural
del suelo y algunas de sus especies poseen la destreza de generar enzimas que atacan o
inhiben a hongos fitopatdgenos y que lo hacen un excelente agente de biocontrol (Rosero,
2011).

De acuerdo a Lopez (2011) el éxito de las cepas de Trichoderma como agentes de control
biolégico se debe a su alta capacidad reproductiva, habilidad para sobrevivir bajo
condiciones ambientales desfavorables, eficiencia en la utilizacion de nutrientes, capacidad
para modificar la rizosfera, fuerte agresividad contra hongos fitopatdgenos y eficiencia en

promocion del crecimiento en plantas e induccion de mecanismos de defensa.

Las diferentes especies de Trichoderma se caracterizan por tener un crecimiento micelial
rapido y una abundante produccion de esporas, que ayuda a la colonizacion de diversos
sustratos y del suelo ademés que ejercen diferentes mecanismos de control mediante:
competencia directa (por espacio y nutrientes), produccion de metabolitos antibioticos y por

micoparasitismo (Martinez et al, 2013).

3.5 Fusarium spp

Es un hongo filamentoso abundantemente distribuido en plantas y en el suelo. Se localiza
en la Micoflora normal de productos basicos, tales como arroz, frijol, soja y otros cultivos.
Si bien la mayoria de las especies son mas comunes en las zonas tropicales y subtropicales,

tambien se encuentran en suelos de climas frios. (Pitt et al., 1994).
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Estas especies de Fusarium se encuentran ampliamente distribuidas, ocupando territorios
practicamente en todo el mundo, debido a ello su variabilidad intraespecifica es enorme. Es
una especie que se adapta a vivir en cualquier tipo de suelo, y aunque las condiciones
Optimas para su actividad son suelos de pH ligeramente acido, con temperatura de 25-35°C
y con humedad moderada, es habitual encontrarnos este hongo en suelos con malas
précticas agricolas (Martin, 2004).

En Fusarium (anexo 16), la estructura genética de las especies es variable y la morfologia
de la especie es influenciada por factores ambientales. Para muchas de las especies, se
demandan condiciones especificas para las manifestaciones morfoldgicas dptimas y la
tendencia a mutua-identificacion. En el agar Sabouraud dextrosa a 25 ° C la mayoria de las
especies de Fusarium se desarrollan rapidamente y producen colonias lanudas a

algodonosas, planas y dispersas (Dhoro, 2010).

Este hongo es un saprdfito facultativo y en ausencia del hospedante durante periodos largos
puede desarrollarse sobre materia organica y en condiciones adversas, forma estructuras
(clamidosporas) que le permiten resistir los periodos de sequedad, frio o falta de alimento
(Edel et al., 2001)

En condiciones de campo, se determind que plantas inoculadas con cepas no patogénicas de
F. oxysporum presentaron un efecto positivo en la sanidad del sistema radical en las plantas
protegidas, y sostiene que éstas presentaron menos raiz muerta, en comparacion con el
testigo (Menjivar 2005).

3.6 Unidades SPAD

Turner y Jund (1991), con un modelo reciente del detector de clorofila SPAD-502,
manifestaron que la “unidad SPAD” es un valor proporcional al contenido de nitrégeno en

la planta de arroz (Oryza sativa). Dichos autores examinaron in situ y en corto tiempo,
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cientos de muestras sin destruirlas lo que les permitio establecer de forma inmediata el

estado nutrimental del cultivo en estudio.

Los valores SPAD se basan en el principio de que parte de la luz que llega a la hoja es
absorbida por la clorofila y el resto que se refleja entra en contacto con la celda detectora
del SPAD-502 y es convertida en una sefial eléctrica. La cantidad de luz captada por la
celda es inversamente proporcional a la cantidad de luz utilizada por la clorofila, la sefial es
procesada, y la absorbancia es cuantificada en valores dimensionales que van de 0 a 199,
por lo que las unidades SPAD seran siempre las mismas de acuerdo con el tono verde de las
hojas (Krugh et al., 1994).

El contenido de clorofila y la absorcion de nitrégeno se han correlacionado con las
unidades SPAD en diversas condiciones ambientales como la intensidad luminosa,
temperatura, humedad relativa, plagas, densidad de poblacion, fuente de nitrogeno, etc.
(Hiderman et al., 1992).

El contenido en clorofila juega un papel importante en las plantas cultivadas ya que esta
positivamente correlacionado con la fotosintesis (Gummuluru et al. 1989).

Por tanto, la reducciéon en el contenido en clorofila puede ser considerada como una
respuesta de las plantas al estrés. Esta reduccion de la clorofila puede perjudicar el proceso
fotosintético conduciendo a una reduccion en la fijacion de carbono, de ahi la importancia
de conocer el contenido en clorofilas de las plantas cuando las condiciones

medioambientales no son 6ptimas (Tenga et al. 1989).
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IV. MATERIALES Y METODO

4.1 Localizacion geografica

La investigacion se llevé a cabo en la Universidad Nacional de Agricultura (UNAG), (en
las instalaciones del laboratorio de hongos entomopatdgenos y vivero forestal del
Departamento Académico de Manejo de Recursos Naturales y Ambiente) esta se encuentra
ubicada en el kilémetro seis (6 km) carretera que conduce a Dulce Nombre de Culmi,
Catacamas, Olancho a una altura de 350 m.s.n.m. (UNAG, 2017) (figura 4).

VIVERO FORESTAL Y LABORATORIO DE ENTOMOPATOGENOS DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA, CATACAMAS, OLANCHO
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Figura 4. Ubicacion geogréafica del vivero forestal y laboratorio de
entomopatdgenos.



4.2 Materiales y Equipo

4.2.1 Material y equipo de laboratorio

Placas Petri de 90 x 15mm, papel toalla, papel filtro, medio de cultivo (Potato Dextrose
Agar), agua destilada, papel parafilm, alcohol al 70%, alcohol para quemar, fosforos,
masking tape, cubre y porta objeto, beaker, bisturi, jeringas, pinzas, probeta, guantes,
microscopio (Meji TECHNO), calentador y agitador (Fisher Scientific), balanza digital
(Scout-Pro modelo SP2001), gasas, auto clave (All América Modelo 25x1), cdmara de flujo
laminar (biobase), selladora caliente para bolsas (modelo CD-500), Gentamicina (1cc por

cada 1000 ml de medio de cultivo), bolsas plasticas de diferentes medidas, placas Petri

(vidrio) tubos de ensayo, azas, arroz (ver figura 5).

Figura 5. Equipo de laboratorio (de derecha a izquierda) autoclave, cdmara de flujo
laminar, calentador y agitador (Fisher scientific) y cristaleria (placas Petri, tubos de ensayo,
beaker, pipeta).

4.2.2 Material y equipo para vivero forestal

Para la elaboracion del macro tanel se utilizd: saran (sombra al 50%), tubos de pvc de 2 in,
cuerda, azadon, machete, piocha, barra, semillas de Cedro, bolsas de 5x8 in, sustrato

(compuesto por tres partes de tierra, una de arena y una de materia organica) y regadera.
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4.2.3 Material para toma de datos

Marcador permanente, libreta de campo, formatos para tomar datos de las variables (Anexo
13) regla milimetrada, Pie de rey digital, l&piz, SPAD 502, computadora portatil, memoria

USB, grapadora, calculadora.

4.3 Procedimientos en vivero forestal

4.3.1 Elaboracion de macro tunel

En el espacio asignado (figura 6) iniciamos con el emparejamiento del terreno para tener
una superficie plana donde colocar las plantas, las medidas para el tanel fueron de 3m de
ancho x 7m de largo, las medidas de los bancales fueron de 1m de ancho x 7m de largo y la

colocacion del saran se hizo uniforme.

Figura 6. Plantas de C. odorata (bancal izquierdo) utilizadas para la inoculacion de
endofiticos al interior del tanel (izquierda) y disefio del macro tunel en vivero forestal
(derecha).

Se recurri6 a la instalacion de nylon durante un tiempo debido a periodos de lluvia (de
Septiembre a Octubre) (la humedad generada propici6 al desarrollo del mal del talluelo en
algunas plantas y el ataque del algodoncillo del cedro (M. cedrelae), atacando fuertemente

a las plantas inoculadas con el género Fusarium y el testigo) ademas se acudi6 al sellado
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del tanel debido al dafio mecénico que causaron perros y para restringir la entrada a

personas ajenas a la investigacion,

4.4 Procedimientos en laboratorio

4.4.1 Asepsia del laboratorio

El laboratorio de Entomopatogenos fue sometido a procesos de limpieza general y
desinfeccion, desde infraestructura; equipos, cristaleria para lo cual se utiliz6 como agente
desinfectante el hipoclorito de sodio al 3.62 % concentracion comercial, y este se disolvio
hasta una concentracion del 2%. Se lavaron todos los materiales con agua destilada y
detergente para remover cualquier residuo de materia organica y luego se sometieron a un
enjuague con abundante agua para remover particulas de detergente que pudieron quedar en

los equipos.

Los materiales y cristaleria luego de lavarse y secarse fueron esterilizados por calor
himedo o presion de vapor de agua, para este procedimiento se utilizo la autoclave, la cual
alcanzo una presion de 1 atmosfera o 15 libras de presion hasta obtener una temperatura de
121.6 °C, donde comenzd el periodo de esterilizacion la cual se mantuvo durante un tiempo
de dos horas hasta llegar a una temperatura de 127 °C donde finaliza el periodo de
esterilizacion, ademas se esterilizaron los medios de cultivo, placas Petri (de cristal), tubos

de ensayo, papel toalla y probetas.

4.4.2 Desinfeccion de la camara de aislamiento

Se desinfectd antes y después de cada aislamiento con alcohol al 70%, por dentro y fuera de
la camara (figura 7), luego se encendio la luz ultra violeta (UV) por un periodo de 30
minutos previo a iniciar el aislamiento, antes de preparar cualquier procedimiento el
personal se sometié a la desinfeccion (lavado de manos y brazos con abundante agua y

jabon, posteriormente aplicacion de alcohol) para hacer cualquier procedimiento en el
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interior de la cAmara debiendo utilizar el equipo necesario de proteccion (guantes de latex,
mascarilla, gabacha) luego se procedio a realizar los aislamientos.

Figura 7. Desinfeccion de la cdmara de flujo laminar.

4.4.3 Reproduccién del inéculo

Los hongos endofiticos se dejaron crecer en placas Petri conteniendo medio de cultivo PDA
(Potato Dextrose Agar) durante tres semanas. Bajo condiciones asépticas una vez que se
desarroll6 el hongo se procedio a la preparacion del sustrato de arroz dejandolo sellado por

un periodo de 20 dias hasta que este madurara (Figura 8).

Figura 8. Extraccion de hongos de la placa Petri (izquierda) y
sellado de bolsa con arroz y hongos (derecha).
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4.4.4 Reproduccion en arroz

Para este proceso en una bolsa de polipropileno se pesaron 100 g de arroz precocido,
ademas se midieron 40 ml de agua, los cuales vaciamos en la bolsa con el arroz, luego esto
se introdujo a la auto clave dejandolo por un periodo de dos horas hasta alcanzar el punto
para la esterilizacion, al momento de sacar el arroz de la autoclave se esperd a que este
enfrie para sembrar los hongos y luego se sellaron herméticamente (con la selladora

caliente) para que este madure (figura 9).

Figura 9. Arroz esterilizado enfriandose (arriba), aplicacion de hongos al

arroz esterilizado (izquierda) y producto luego de los veinte dias (derecha).

4.4.5 Preparacion de la suspensién de esporas

Para la preparacion de la suspension de esporas se pesaron dos gramos del arroz inoculado
para diluirlos en 10 ml de agua estéril y se agregé una gota de Inex para facilitar el
desprendimiento de las esporas. La solucion resultante se filtr6 en un beaker de 500 ml
para la elaboracion de la solucién madre (Figura 10).
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Figura 10. Elaboracion de soluciéon madre para
determinar la concentracion de esporas (izquierda) y
solucion madre (derecha).

Para determinar la concentracion de la solucién madre se realiz6 un conteo de esporas en la
camara de Neubauer (figura 11, izquierda), agregando una gota de la solucién madre sobre
la superficie de la camara (figura 11, derecha); en el microscopio se observaron y contaran
las esporas por cada cuadrante en la cdmara de Neubauer, determinando un promedio por la

cantidad de esporas entre los cinco cuadrantes de la cAmara.

Camara Neubauer B 1mm

A Canal transversal Il

1L

% 1x e il
Canales longitudinales g

Il

Figura 11. Camara de Neubauer utilizada para conteo de esporas (izquierda),
aplicacién de solucion en camara de Neubauer.

Luego en cuatro tubos de ensayo conteniendo nueve ml de agua destilada estéril, se agregd

un ml de la solucion madre en el primer tubo de ensayo complementando 10 ml, esto es
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1x10%, luego, de esta solucién se tomé un ml y se deposité en el tubo dos esto es 1x10?, este
paso se repitié hasta llegar al tubo cuatro que tendra una concentracion de 1x10% Esto nos

permitio determinar la concentracion de esporas por ml en la solucién madre (figura 12).

FORMULACION
POLVO (1g) 8 LIQUIDA {1mi}
mi 1mi imi ml
T TR TG sy

n IR }

LLEVAR A

10 mi CON 9ml ADE 9miADE 9 mi ADE 9 mi ADE
ADE*
SUSPENSION 110 (10) 1:100 {109 1:1000 (104 1:10000 (10
MADRE (10%) 1x10! 1x10% 1x10° 1x10*

* AGUA DESTILADA ESTERL

Figura 12. Como se diluye la solucién madre en los tubos (izquierda) y
soluciones obtenidas de la solucion madre (derecha).

La solucién madre se ajusté a una concentracion de 1x10° ufc/ml/g. Al haber preparado la
solucion (figura 13) se procedié a la inoculacion de las plantas. Las inoculaciones se
llevaron a cabo cuando las plantas contaban con un periodo de tres meses de edad, y la
solucién a una concentracion de 1x10° ufc/ml/g de suelo y tres semanas después se realizé
la segunda inoculacion. Para la aplicacién de los hongos endofiticos se suministr6 a cada
planta la cantidad de 80 ml de solucion, esto se hizo asi para todos los tratamientos.

Figura 13. Preparacion de las soluciones aplicadas
(izquierda) y tamizado de soluciones para evitar
residuos del arroz (derecha).
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4.5 Descripcion de tratamientos

Los tratamientos utilizados provienen de dos géneros, Trichoderma y Fusarium,
disponibles en el laboratorio de Entomopatdégenos de la Universidad Nacional de

Agricultura (anexo 13).

4.6 Variables evaluadas

4.6.1 Colonizacion: El porcentaje de colonizacion se midio cinco dias despues de la
segunda inoculacion tomando tres plantas seleccionadas al azar de cada tratamiento, se
cortd la raiz de cada repeticion, cada raiz cortada se dividid en tres zonas (alta, media y
baja) (figura 14), con el fin de encontrar la colonizacion que presentdé cada aislado,
observando a los dos dias el nivel de colonizacion (figura 15) determinando el porcentaje
segun el namero de tejidos con presencia de micelio segun la formula utilizada por Matute
(2013).

x = VTC 100
- NtT®

Donde:

X = Porcentaje de colonizacion
NTC = Numero de Tejidos Colonizados
NTT= Numero de Tejidos Totales
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Raiz de Cedrela odorata Muestra de raiz de Cedrela odorata
Colonizada por Endofiticos.
S

3

Placa Petri R s

Figura 14. Muestra como se dividié la raiz en zonas para evaluar la colonizacion
(izquierda) y seccionando raices en las tres partes (derecha),

Figura 15. Ubicacion de muestras en las placas Petri
(izquierda) y raices colonizadas con Trichoderma
Vernon 6 (derecha).

4.6.2 Didmetro del tallo: La medicién de esta variable se tom6 en milimetros haciendo uso

de un pie de rey digital, midiendo desde la base de la planta (ver figura 16).
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Figura 16. Pie de rey digital (izquierda) y medicion
de las plantas de C. odorata (derecha).

4.6.3 Altura de la planta: Se tomaron estos datos con un intervalo de ocho dias entre cada
toma de datos, con una regla milimetrada desde el comienzo de la base del tallo hasta

donde se encuentra la hoja mas reciente (figura 17).

Figura 17. Medicion de
altura de las plantas.

4.6.4 Clorofila: Se realizaron mediciones en la clorofila para determinar la relacion de
nutricion y vigorosidad en la planta mediante pruebas de SPAD 502 plus. Colocamos el
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aparato en las hojas de los foliolos y se tomaron tres mediciones para promediar estos
valores (figura 18).

Figura 18. SPAD 502 (izquierda) y medicion de
clorofila en plantas de C. odorata (derecha).

4.6.5 Peso fresco de la raiz: Para la evaluacion de esta variable se extrajo la planta del
sustrato, luego se lavd la raiz a bajo caudal para evitar el dafio de las mismas, con la ayuda
de un bisturi se separd la parte foliar de la radicular. Consecutivamente de realizar este
procedimiento se colocaron las raices en papel toalla para extraer la humedad, luego se
procedid a pesar en unidades de gamos (figura 19).

Figura 19. Pesando raiz en
balanza digital.
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4.6.6 Longitud de raiz: Esta medicion se realizé con una regla milimetrada desde el cuello
de la plantula hasta el extremo final de la raiz (figura 20).

B e

Figura 20. Medicion de longitud de la raiz con
regla milimetrada.

4.6.7 Volumen de raiz: Para la medicion de esta variable se manipularon las mismas raices
que se utilizaron en las dos variables anteriores, se introdujo la raiz en una probeta con un

volumen de agua de 80 ml para luego tomar el diferencial de volumen en ml (figura 21).

Figura 21. Medicion del volumen
de laraiz.

4.7 Disefio experimental

Se utiliz6é un disefio completamente al azar (DCA), que constd de 16 tratamientos de 20
repeticiones por cada uno, se hicieron diez tratamientos de Trichoderma y cinco de
Fusarium con un testigo absoluto que no fue inoculado.
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4.7.1 Modelo estadistico

Yij = p+ Ti + Ej

Dénde:
Yij = Observacion del tratamiento
Ti = Efecto del tratamiento

Ej = Error experimental asociado a la observacion ij

4.7.2 Andlisis estadistico

Se utilizo el software InfoStat, aplicando a cada una de las variables estudiadas una prueba
de ANAVA (Anadlisis de la VVarianza), ademas se sometieron los tratamientos a pruebas de
medias LSD FISHER, atreves de la cual se identifico con mayor precision las diferencias

de los tratamientos evaluados y con el que se obtuvo mejores resultados.
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V. RESULTADOS Y DISCUISION

5.1 Colonizacién del sistema radicular en C. odorata

De los tratamientos evaluados, la colonizacion se desarroll6 mejor en la zona alta de las
raices de C. odorata, ademas como se observa en la tabla 1 los hongos del genero
Trichoderma spp. obtuvieron mayor porcentaje de colonizacion en el T5-TH5 con un
94.44% al igual que el T9 TTom2 con 94.44%, colonizando en un 100% la parte alta de las

raices, en comparacion al genero Fusarium spp. su colonizacién fue mas baja

Al coincidir esto con el estudio realizado por Matute (2013) en plantas de tomate,
(Licophersicum sculentum) ya que los tratamientos que mejor colonizan son los de
Trichoderma; sin embargo, los hallazgos de este estudio no apoyan las resultados obtenidos
por Hernandez (2016) en cucurbitaceas, al colonizar mejor plantas inoculadas con el

género Fusarium.



Tabla 1. Porcentaje de colonizacién por zonas en raices de C. odorata.

% de Colonizacién

Tratamientos

Zona Alta Zona Media Zona Baja

T. Hogge 1 50% 66.66% 100%
T. Hogge 2 50% 16.66% 33.33%
T. Hogge 3 66.66% 0% 83.33%
T. Hogge 4 83.33% 83.33% 83.33%
T. Hogge 5 100% 100% 83.33%
T. Vernon 6 66.66% 100% 83.33%

T. Vernon 22 33.33% 16.66% 100%

T. Vernon 3 50% 66.66% 100%
T. Tomate 2 100% 100% 83.33%
T. Tomate 3 100% 100% 33.33%
F. Tabaco R 33.33% 16.66% 16.66%
F. Berenjena 1 100% 33.33% 33.33%
F. Cunde 2 16.66% 100% 33.33%
F. Chile 2 50% 50% 33.33%
F. Tomate D 66.66% 33.33% 16.66%

5.2 Promocion de crecimiento y desarrollo de hongos endofiticos en C. odorata

5.2.1 Altura de la planta

En los tratamientos evaluados se encontré diferencia significativa y obteniendo mejores

resultados los tratamientos del género Trichoderma (Figura 22) (Anexos 1y 2).
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Figura 22. Gréafica de alturas (cm) en platas de C. odorata.

El efecto de los tratamientos en las plantas de C. odorata muestran diferencia significativa,
obteniendo mejores resultados las plantas que fueron inoculadas con el género Trichoderma
y obteniendo mejores alturas el tratamiento T8-TV3 con una altura de 30.86 cm. Los
hallazgos de este estudio son consistentes con los de Matute (2013) al ser un tratamiento
del genero Trichoderma que muestra mejor resultado ante el testigo y los demas
tratamientos; los resultados de estos estudios no muestran similitud al estudio realizado en
P. oocarpa por Martinez (2016) al obtener mejor resultado un tratamiento del género

Fusarium spp. con 15,70 cm de altura.

5.2.2 Diametro de la planta al nivel del suelo

De los tratamientos evaluados ninguno es significativamente diferente, algunos de los
tratamientos del género Trichoderma y Fusarium muestran superioridad en las medias
numéricas ante los resultados del testigo con una media de 4.12 mm de didmetro y siendo
T7-TV2A con 4.21 mm y T4-TH4 con 4.44 mm los mayores didmetros; al igual que Davila
(2016) sus resultados en plantas de melén (Cucumis melo) no mostraron diferencia
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estadistica significativa en esta variable, ademas, los tratamientos con medias altas fueron
del género Trichoderma (el mismo que obtuvo mejores resultados en este estudio). Estos
resultados difieren de los encontrados por Cortes (2015) ya que se obtuvo un mayor
diametro de tallo utilizando el género Trichoderma en plantas de Chile (Capsicum annuum)

y Mel6n (Cucumis melo) (Anexos 3y 4).

5.2.3 Longitud de la raiz

En la figura 24 se observa que los tratamientos evaluados muestran diferencia significativa,

guedando demostrado en el Analisis de la Varianza (Anexos 5y 6).
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Figura 23. Gréfica de longitudes de raices (cm) utilizando hongos endofiticos en plantas de
C. odorata

De los tratamientos evaluados los que pertenecen al género Trichoderma muestran una
consistente diferencia significativa, los tratamientos que muestran mayores resultados son
el T10-TT3 con una longitud de 21.25 cm y el T5-TH5 con 21.5 cm, sin embargo estos son

estadisticamente iguales. A diferencia del estudio realizado por Martinez (2016) los
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tratamientos mas significativos pertenecen al género Fusarium con valores de los 16.30

hasta los 33.96cm.

5.2.4 Peso fresco de la raiz

De los tratamientos evaluados no se obtuvo un resultado muy distinto ya que la mayoria de

estos estan por debajo de los resultados conseguidos en el testigo (figura 25) (Anexos 7 y

8).
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Figura 24. Grafica de peso fresco de raices (en g) en plantas de C. odorata aplicando la

solucién de endofiticos.

En esta variable solo el T13-FC2 con un peso de 1.2 g muestra una media superior a los

demas con respecto al Test. con 1 g de peso. Al igual que Matute (2013) los endofiticos

obtuvieron valores significativos con la diferencia que estos pertenecen al género

Trichoderma. Asi como Castro (2015) encontré que los pertenecientes al género

Trichoderma spp ostentaron mayor influencia de peso de raiz en plantas de tomate

(Licophersicum sculentum) y maiz (Zea maiz), concluyo que el género Trichoderma es el

gue mayor incidencia mostré en cuanto a esta variable.
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5.2.5 Volumen de la raiz

Existe cierta diferencia numérica entre las medias (Anexos 9 y 10) del volumen de las
raices sin embargo estadisticamente todos los tratamientos no son significativame4nte
diferentes y con esto se determina que los tratamientos evaluados no afectan positivamente
al volumen de raiz, y destacando en esta variable se encuentra un tratamiento de cada
género, el T5-TH5 con 1.50 ml y el T13-FC2 con 1.49 ml de volumen. Al igual que Davila
(2016) sus resultados no fueron significativos en esta variable, pero los tratamientos
utilizados si muestran tendencia de buenos resultados. Estos resultados son diferentes a los
obtenidos por Martinez (2016) debido a que encontré diferencias entre el uso de los
tratamientos y el testigo, obteniendo mejores resultados con el género Fusarium con un
volumen de 1.90 ml; este resultado coincide con los observados por Hernandez (2016) al
ser significativos los resultados en el cultivo de repollo (Brassica oleracea) y destacar un

tratamiento del género Fusarium con 6.22 ml.

5.3 Determinacion de clorofila

Comparando los datos de la figura 27 se comprueba (con los anexos 11 y 12) que existe
diferencia significativa en la utilizacion de hongos endofiticos como aportadores a la
eficiencia de produccion de clorofila, al estar todos los tratamientos por encima del testigo
con 25.55 unidades SPAD, mostrando un mayor nivel de significancia el T5-TH5 con
31.84 unidades SPAD. De acuerdo con Martinez (2016) se coincide que el género
Trichoderma con 32.59 unidades SPAD fue mas eficiente utilizandolo en plantas de P.
oocarpa y a diferencia del presente estudio los tratamientos mas ineficientes en esta

variable pertenecen al género Fusarium.
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Figura 25. Gréfica de los niveles de clorofila (unidades SPAD) en plantas de C. odorata.

5.4 Resultados inesperados

Uno de los factores que limitd el estudio se le denomina algodoncillo del cedro (M.
cedrelae) (figura 28). El ataque se empezd a manifestar la tercera semana del mes de
Noviembre del 2017 en las plantas inoculadas con el género Fusarium y el testigo;

resistiendo mas las plantas inoculadas con Trichoderma.

Figura 26. Algodoncillo del cedro (Mastigimas Cedrelae)
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VI. CONCLUSIONES

Para las pruebas de colonizacion en raices se determin6 que las plantas inoculadas de C.
odorata con el género Trichoderma spp obtuvieron mayor porcentaje de colonizacion
siendo estos el T5-TH5 con 94.44% y el T9-TT2 también con 94.44% y en la zona que

mejor coloniz6 fue la zona alta.

Los resultados demuestran que los hongos endofiticos son capaces de influenciar de manera
positiva la promocion de crecimiento y desarrollo, logrando mejores efectos las plantas
inoculadas de C. odorata en comparacion al testigo, destacando con los mejores resultados
los tratamientos del genero Trichoderma spp. en las variables de altura de planta con
30.86cm el T8-TV3; longitud de raiz con 21.5cm con el T10 TT3 y volumen de raiz con
1.5ml obtenida por el T5-TH5 a excepcién de la variable peso fresco de raiz, siendo mas
efectivo un tratamiento del genero Fusarium spp. con 1.2 g de peso con el T13-FC2,

Al ser inoculadas las plantas de C. odorata con los hongos endofiticos se influencié su
produccién de clorofila, obteniendo asi mejores resultados en los tratamientos al estar estos
por encima de los resultados del testigo, incidiendo de manera positiva en la promocién de

desarrollo, siendo el mejor tratamiento T5-TH5 con 31.84 unidades SPAD.



VIl. RECOMENDACIONES

Recurrir a la esterilizacion del sustrato a utilizar para evitar que otros microorganismos

colonicen y dafien las plantas.

Realzar futuras investigaciones para la validacién de los resultados obtenidos en este

estudio.

Desarrollar mas estudios en plantas forestales con hongos endofiticos para generar una
linea de investigacion de este tipo en el Departamento Académico de Manejo de Recursos

Naturales y Ambiente.
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ANEXOS



Anexo 1. Andlisis de la varianza de la variable altura (cm) de C. odorata.

Analisis de la varianza

Variakble N E= ER® Bj CW

ABltura 320 0.10 0.05 37.91

Cnadro de Analisis de la Varianza (3C tipo III)
F.V. sSC gl CH F p—-valor

Modelo. 3137.35 15 209.16 2.1 0.0077

Tratamientos 3137.35 15 2059.16 2.16 00,0077

Error 294459 .95 304 96.87

Total 32587.30 3139

Anexo 2. Pruebas de medias utilizando LSD Fisher para la variable altura (cm) de C.

odorata.

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=6.12472

Error: D&6.8748 gl: 3204

Tratamientos Mediazs n E.E.
F. Tabaco R 20.27 20 2.20 &
Testigo 21.29 20 2.20 4 B
F. Tomate D 21.38 20 2.20 4 B
F. Chile 2 23.61 20 2.208 B C
F. Berenjena 1 23.71 20 2.20 A B C D
F. Cunde 2 24.58 20 2.20 B C D E
T. Hogge S 25.45 20 2.204a B C D E F
T. Tomate 2 26.81 20 2.20 BE C D E F
T. Hogge 2 27.04 20 2.20 BE C D E F
T. Vernon & 27.15 20 2.20 B C D E F
T. Vernon 22 27.15 20 2.20 BE C D E F
T. Tomate 3 27.898 20 2.20 C D E F
T. Hogge 3 28.30 20 2.20 C D E F
T. Hogge 1 29,73 20 2.20 b E F
T. Hogge 4 30.03 20 2.20 E F
T. Vernon 3 30.86 2.20 F

20
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Anexo 3, Andlisis de la varianza de la variable diametro de tallo (mm) en C. odorata.

Variakle M E* R® Aj CW
Diametro 320 0.02 0.00 40.27

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S gl CH F p-valor
Modelo. 17.13 15 1.14 0.44 0©0.%661
Tratamientos 17.13 15 1.14 0.44 0.%&6l
Error T788.85 304 Z2.59
Total 805.58 319

Anexo 4. Pruebas de medias utilizando LSD Fisher para la variable diametro de tallo (mm)

en C. odorata.

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=1.00240
Error: 2.59840 gl: 304

Tratamientos Medias : E.E.
F. Takaco R 3.45 20 0.36 B
T. Hogge 3 3.66 20 0.36 A
T. Vernon 3 3.77 20 0.36 A
F. Berenjena 1 3.85 20 0.36 A
T. Hogge 5 3.8% 20 0.36 AL
T. Vernon & 3.594 20 0.3c A
T. Hogge 2 3.%9494 20 0.30 A
F. Tomate D 4.07 20 0.36 4
T. Hogge 1 4.09 20 0.36 A
Testigo 4,12 20 0.36 4
F. Chile 2 4.12 20 0.36 AL
T. Tomate 3 4.13 20 0.36 AL
F. Cunde 2 4,15 20 0.3c A
T. Tomate 2 4.1g 20 0.30 A
T. Vernon 22 4.21 20 0.36 A
T. Hogge 4 4.44 20 0.36 A
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Anexo 5. Andlisis de la varianza de la variable longitud de raiz (cm) en C. odorata.

Variable N E® E= &7 LCW
LONGITUD DE RRAIZ 32 0.59%9 0.20 41.22

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 660.89 15 44.06 1.51 0.20%9&6
TEATAMTENTCS ©60.85 15 44.06 1.51 0.20%6
Error 465.52 la 25.0%9

Total 1126.40 31

Anexo 6. Pruebas de medias utilizando LSD Fisher para la variable longitud de raiz (cm) en

C. odorata.

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=11.43466
Error: 28,0847 gl: 1&

TEATAMIENTOS Medias n EL.E.

T. Tomate 3 21,50 2 3.81 A

T. Hogge 5 21,25 2 3.81 A

F. Berenjena 1 15%.10 2 3.BE1 A B

F. Chile 2 17.75 2 3.1 & B C
T. Hogge 4 16.50 2 3.1 A B C
F. Tomate D 13.75 2 3.81 A B C
T. Vernon 6 12,00 2 3.81 A B C
T. Hogge 1 11.75 2 3.1 & B C
F. Tabaco R 11.25 2 3.1 A B C
Testigo 11.00 2 3.81 A B C
F. Cunde 2 10.50 2 3.1 A B C
T. Hogge 3 10.50 2 3.81 & B C
T. Vernon 2° .55 2 3.81 B C
T. Vernon 3 8.25 2 3.81 B C
T. Hogge 2 .10 2 3.81 B C
T. Tomate 2 7 2 3.81 C

.60

46



Anexo 7. Analisis de la varianza de la variable peso de raiz (g) en C. odorata.

Variable N E* ER® A7 LCW
PESC FRESCC DE RATZ 32 0.50 0.04 43.00

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo. 1.53 15 0.10 1.08 0.4420
TRATAMIENTOS 1.53 15 0.10 1.08 0.4420
Error 1.52 1le 0.09
Total 3.09 31

Anexo 8. Pruebas de medias utilizando LSD Fisher para la variable peso de raiz (g) en C.

odorata.

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=0.65232
Error: 0.0847 gl: 1¢&

TRATAMIENTOS Medias n E.E.

F. Cunde 2 1.20 2 0.22 A
Testigo 1.00 2 0.22 B B

T. Tomate 3 0D.90 2 0.22 A B C
T. Hogge 3 0.5 2 0.22 A B C
T. Hogge 5 0.5 2 0.22 A B C
T. Hogge 1 0.0 2 0.22 A B C
F. Tomate D 0D.75 2 0.22 A B C
F. Takaco R .75 2 0.22 A B C
T. Hogge 4 o.70 2 0.22 A B C
T. Vernon & .70 2 0.22 A B C
F. Berenjena 1 D.e0 2 0.22 A B C
T. Hogge 2 D.e0 2 0.22 A B C
F. Chile 2 0D.55 2 0.22 A B C
T. Tomate 2 0.45 2 0.22 B C
T. Vernon 2% 0.45 2 0.22 B C
T. Vernon 3 0.30 2 0.22 C
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Anexo 9. Andlisis de la varianza de la variable volumen de raiz (ml) en C. odorata.

Variable

H

RE

23

-5

VOLUMEN DE RATZ 32 0.36

0.00 36.22

Cunadro de Analisis de la Varianza

(3C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1.45 15 0.10 0.59% 0.841%5
TEATAMIENTOS 1.45 15 0.10 ©.5% 0.8415
Error 2.8l 1l 0.1l6
Total 4.05 31

Anexo 10. Pruebas de medias utilizando LSD Fisher para la variable volumen de raiz (ml)

en C. odorata.

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DM5=0.85544

Error: 0.1&628 gl: 1&
TEATAMIENTOS Mediaszs n ELE.
T. Hogge 5 1.50 2 0.29 4
F. Cunde 2 1.4%9 2 0.2%9 &4
Testigo 1.449 2 0.2%9 A
F. Berenjena 1 1.2 2 0.29 &
T. Hogge 3 1.25 2 0.29 &4
T. Tomate 3 1.15 2 0.29 4
F. Tomate D 1.15 2 0.2%9 &
T. Tomate 2 1.11 2 0.29 &4
T. Hogge 1 1.0 2 0.2% &4
F. Takaco R 1.02 2 0.29 &4
F. Chile 2 0.9 2 0.29 4
T. Vernon 3 0.80 2 0.2% &4
T. Vernon 272 D.90 2 0.29 4
T. Hogge 2 0.80 2 0.2% &4
T. Vernon & 0.8% 2 0.29 4
T. Hogge 4 0.4 2 0.29 4
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Anexo 11. Analisis de la varianza de la variable clorofila (%) en C. odorata.

Variable N E= &j CW

Clorofila 320 0.04 0.00 35.1%9

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. gl CH F p-valor

Modelo. 1436.36 15 ©S5.76 0.5%2 0.5451

Tratamientos 1436.36 15 95.76 0.%2 0.5451

Error 31731.95 304 104.38

Total 33168.30 315

Anexo 12. Pruebas de medias utilizando LSD Fisher para la variable volumen de raiz (ml)

en C. odorata.

Test:L5D Fisher Alfa=0.05 DMS=&6.35T758
104, 3814 gl: 304
Medias n

Error:
Tratamientos

E.E.

Testigo

e B B B B e e B B e B B

Tomate D
Chile 2
Berenjena
Tabaco R
Tomate 2
Cunde 2
Vernon 3
Hogge 2
Vernon 22
Tomate 3
Hogge 3
Hogge 4
Vernon o
Hogge 1
Hogge S
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25.
L0020
36 20
L7020
12 20
27 20
5T 20
A5 20
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.47 20
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Anexo 13. Lista de tratamientos utilizados en la investigacion.

NUmero Tratamiento Cepa Género

1 T1-TH1 Hogge 1

2 T2-TH2 Hogge 2

3 T3-TH3 Hogge 3

4 T4-TH4 Hogge 4

5 T5-TH5 Hogge 5 ]

6 T6-TV6 Vernon 6 Trichoderma
7 T7-TV2A Vernon 22

8 T8-TV3 Vernon 3

9 T9-TT2 Tomate 2

10 T10-TT3 Tomate 3

11 T11-FTR Tabaco R

12 T12-FB1 Berenjena 1
13 T13-FC2 Cunde 2 Fusarium
14 T14-FCh2 Chile 2
15 T15-FTD Tomate D
16 Test. Testigo

Anexo 14. Formato para toma de datos durante las mediciones.

Planta Medicién | Medicion | Medicion | Medicion | Medicion | Medicion | Prom. x
1 2 3 4 5 6 planta
Diametro del
tallo
Altura
Clorofila

Longitud de raiz

Volumen de raiz

Peso de raiz

Colonizacion
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Anexo 15. Esporas de Trichoderma spp. visto en microscopio

Anexo 16. Esporas de Fusarium spp. visto en microscopio
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