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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo determinar la efectividad de dos especies fungicas utilizadas
en control biolégico pertenecientes al género Trichoderma. Trichoderma harzianum vy
Trichoderma longibrachiatum fueron evaluados en el desarrollo de Ochroma pyramidale, Salix
alba y Alnus acuminata a nivel de vivero. El ensayo vislumbré fases de identificacion de las
especies forestales, preparacion de sustrato, enfundado, siembra por semilla y estaca, preparacion
de las suspensiones de Trichoderma spp, riego, y control de las variables a evaluar: altura de la
planta, Didametro a laAltura del Cuello (DAC) que fueron evaluados a los 15, 30, 45, 60 y 75 dias
después de realizado el repique de las especies forestales; longitud de la raiz, nimero de hojas,
peso fresco, peso seco foliar y peso seco radicular que fueron evaluados a los 75 dias. Se utilizé
un disefio experimental de Blogues Completos al Azar Factorial (DBCA) con quince tratamientos
y tres repeticiones. La inoculacién de Trichoderma spp. fue realizada en tres ocasiones con una
concentracion de 1x10° ufc/mL. Finalmente, se calculd el indice de calidad de Dickson para la
evaluacion de los mejores tratamientos en cada especie forestal. Se concluy6 que las tres especies
tuvieron efecto por parte del hongo, sin embargo, Alnus acuminata fue la especie que mejor
respuesta obtuvo por parte de T. harzianum cepa 1 en las variables evaluadas altura, peso fresco
y peso seco radicular, mientras que T. longibrachiatum cepa 2 mostr6 superioridad al evaluar las
variables Didmetro a la Altura del Cuello (DAC), longitud de la raiz y peso seco foliar en la
especie Alnus acuminata. no obstante, para las especies Salix alba y Ochroma pyramidale, T.
longibrachiatum fue efectivo en la variable nimero de hojas al aplicar la cepa 1, por lo que se
recomendo potenciar el estudio sobre estas especies fungicas en diferentes especies forestales

existentes.

Palabras clave: < BALSA (Ochroma pyramidale) >, < SAUCE BLANCO (Salix alba) >, <
ALISO

(Alnus acuminata) >, < Trichoderma spp. >, < PROMOTOR DE CRECIMIENTO >.

CRISTHIAN
% FERNANDO
{) CASTILLO RUIZ

0698-DBRA-UTP-2022
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ABSTRACT

The aim of the research was to determine the effectiveness of two fungal species used in biological
control belonging to the Trichoderma genre. Trichoderma harzianum and Trichoderma
longibrachiatum were evaluated in the development of Ochroma pyramidale, Salix alba and
Alnus acuminata at nursery level. The trial included identification phases of the forest species,
substrate preparation, sheathing, sowing by seed and stake, preparation of Trichoderma spp
suspensions, irrigation, and control of the variables to be evaluated: plant height, Diameter at
Collar Height (DAC) that were evaluated at 15, 30, 45, 60 and 75 days after the repotting of the
forest species; root length, number of leaves, fresh weight, foliar dry weight and root dry weight
which were evaluated at 75 days. An experimental design of Randomized Complete Block
Factorial (DBCA) with fifteen treatments and three replicates was used. Inoculation of
Trichoderma spp. was carried out on three times with a concentration of 1x106 cfu/mL. Finally,
the Dickson quality index was calculated for the evaluation of the best treatments in each forest
species. It was concluded that the three species had an effect by the fungus, however, Alnus
acuminata was the specie that obtained the best response by T. harzianum strain 1 in the evaluated
variables height, fresh weight and root dry weight, while T. longibrachiatum strain 2 showed
superiority when evaluating the variables Diameter at Collar Height (DAC), root length and leaf
dry weight in the species Alnus acuminata. However, for the species Salix alba and Ochroma
pyramidale, T. longibrachiatum was effective in the variable number of leaves when applying
strain 1, so it was recommended to enhance the study on these fungal species in different existing

forest species.

Key words: < BALSA (Ochroma pyramidale) >, < WHITE SAUCE (Salix alba) >,
<ALISO (A4lnus acuminata) >, < Trichoderma spp.>, < GROWTH PROMOTER >.
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INTRODUCCION

Dentro del &mbito forestal las especies: balsa (Ochroma pyramidale), sauce blanco (Salix alba) y
aliso (Alnus acuminata) son de importancia no solo econémica, si no también ambientalmente.
Actualmente Ecuador esta pasando por problemas en cuanto a la produccion de especies lefiosas
ya sea dado por la muerte o mal desarrollo de las especies, esto ocasionado por falta de nutrientes
en el suelo o por enfermedades causadas por virus, bacterias, hongos entre otros microorganismos
presentes en el suelo, o incluso por el ataque de insectos que afectan directamente a la planta. Una
de las formas que profesionales han optado por crear o expandir para que las especies forestales
sean mas faciles de llevar o manejar son los promotores para el crecimiento y desarrollo de las
mismas, tal es el caso de elementos pertenecientes al reino fungi, los cuales han demostrado ser

antagonistas ante procesos que puedan perjudicar el desarrollo de una especie forestal.

Balsa es importante para el Ecuador, ya que es el primer pais en producir y exportar su madera.
El crecimiento de la especie es muy rapido por lo que es muy rentable en una plantacion.
Ambientalmente es muy Util para ser utilizados en sistemas agrosilviculturales, agroforestales y

ayuda eficazmente ante la erosion y recuperacion del suelo (Gonzalez et al., 2010, p. 25).

La importancia del sauce blanco se enfoca en su uso medicinal de conocimiento ancestral como
la extraccion de una sustancia amarga que puede ayudar a calmar la fiebre, dolores musculares,
reumatismos, etc., su madera es muy liviana y flexible, por lo que econdmicamente se emplea en
la elaboracion de cerillos y otros utensilios con madera delgada; ambientalmente es muy utilizado

para cercas vivas Y utilizados en sistemas agroforestales (Garcia, S, 2018, p. 2).

El aliso es una especie forestal muy apetecida por la facilidad que tiene para asociarse en diversos
sistemas productivos debido a sus aptitudes de conservacion y adaptacion, estudios realizados en
la ciudad de Loja mencionan que Alnus acuminata llega a captar una gran cantidad de diéxido de
carbono y Oxido nitroso, lo cual permite definir a la especie como apta para sistemas

agroforestales (Aulestia et al., 2018, pp. 12-16).

Actualmente la aplicacién de hongos benéficos ha sido ampliamente utilizada en el mundo por su
comportamiento como hiperparasitos y su capacidad de inhibir el desarrollo de otros
microorganismos fangicos, que le permite brindar soluciones a problemas que se generan al

producir especies forestales sin mayor afectacién ambiental (Tellez et al., 2009, p. 9).



ANTECEDENTES

PROBLEMA

Trichoderma spp. como la mayoria de los hongos benéficos se encuentra de manera natural en
suelos, también se lo puede hallar en raices, tallos y hojas de vegetales, el mismo que es utilizado
para control biolégico por lo que actualmente no existen estudios acerca de Trichoderma spp.
como bioestimulante en especimenes forestales como balsa (Ochroma pyramidale), sauce blanco
(Salix alba) y aliso (Alnus acuminata) a nivel de vivero en el canton Pallatanga, Provincia de

Chimborazo

JUSTIFICACION

Ecuador es un pais muy diverso en cuanto a plantas, animales, microorganismos, especies
fangicas entre otros seres de los cuales no se ha podido comprobar los usos en su totalidad los
cuales podrian aportar para futuras investigaciones tedricas y experimentales. Las especies
fangicas benéficas del género Trichoderma son una de las alternativas positivas ecoldgicamente
hablando que pueden contribuir a la aceleracion de las funciones fisiologicas de una planta.

En este trabajo practico de investigacion se aport6 informacion acerca del efecto de dos especies
fangicas: Trichoderma harzianum y Trichoderma longibrachiatum, en las especies forestales
tales como balsa (Ochroma pyramidale), sauce blanco (Salix alba) y aliso (Alnus acuminata) a
nivel de vivero.

Concibiendo la falta de maneras de manejar el &mbito forestal, se ha dado la alternativa de trabajar
con especies de hongos especificamente en el género Trichoderma, para asi comprobar su efecto

en el desarrollo fisioldgico de las especies forestales.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

= Comprobar el efecto de Trichoderma spp. en el desarrollo y crecimiento de balsa
(Ochroma pyramidale), sauce blanco (Salix alba) y aliso (Alnus acumminata) a nivel de vivero

en el cantdn Pallatanga, Provincia de Chimborazo.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Evaluar el efecto de Trichoderma harzianum en el desarrollo y crecimiento de balsa
(Ochroma pyramidale), sauce blanco (Salix alba) y aliso (Alnus acumminata) a nivel de vivero
en el cantdn Pallatanga, Provincia de Chimborazo.
= Evaluar el efecto de Trichoderma longibrachiatum en el desarrollo y crecimiento de balsa
(Ochroma pyramidale), sauce blanco (Salix alba) y aliso (Alnus acumminata) a nivel de vivero
en el cantdn Pallatanga, Provincia de Chimborazo.

HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA

Ninguna de las especies de Trichoderma spp. presentan un efecto en el desarrollo y crecimiento
de balsa (Ochroma pyramidale), sauce blanco (Salix alba) y aliso (Alnus acumminata).

HIPOTESIS ALTERNA
Al menos una de las especies de Trichoderma spp. presentan un efecto en el desarrollo y

crecimiento de balsa (Ochroma pyramidale), sauce blanco (Salix alba) y aliso (Alnus

acumminata).



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Descripcién botanica

1.1.1 Balsa (Ochroma pyramidale)

. Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Género: Ochroma

Especie: Ochroma pyramidale (Ecured, 2013, p. 5).

Descripcion

Ochroma pyramidale, comunmente, llamado balsa, en Ecuador es de gran importancia
econdmica, es un arbol perennifolio de 15 a 30 m de altura, su tronco es recto y cilindrico con
raices tubulares en troncos grandes, su corteza es lisa de color pardo con pequefias lenticelas,
posee una copa ancha, con hojas dispuestas en espiral, simples, acorazonadas con margen entero
y un peciolo de color café o rojo, las flores son grandes, solitarias, axilares, su caliz es de color
rojo y sus pétalos amarillos con bordes rojizos, los frutos son capsulas de 15 a 25 cm de largo por
3 a 5 cm de ancho verdosas y negras cuando maduran poseen entre 500 a 800 semillas en su
interior, las mismas son elongadas y pequefias, presentan un extremo acuminado son de color

moreno a opacas, rodeadas de abundantes pelos de color café amarillento (FAO, 1968, p. 23).

Por la densidad de la madera esta es utilizada para realizar canoas, maquetas, aeroplanos,
artesanias e incluso para equipamiento de salvavidas. Su fruto es utilizado como fibra, el algodon
que se encuentra dentro de los mismo es utilizados para rellenos de almohadas, peluches,

colchones, canoas, sombreros, etc (Ecuador forestal, 2017, p. 45).

1.1.2 Sauce Blanco (Salix alba)


https://www.ecured.cu/Magnoliophyta
https://www.ecured.cu/Magnoliopsida
https://www.ecured.cu/Malvales

. Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Malpighiales

Familia: Salicaceae

Género: Salix

Especie: Salix alba (Castilla et al., 2017, p. 16)

Descripcion

Salix alba es una especie forestal que a menudo se utiliza como cerca viva o dentro de un sistema
agroforestal, esta especie es un arbol que alcanza hasta 25 m, dentro de nuestro territorio es el que
mas tamafio posee o por lo cual se caracteriza. Tiene su tronco rigido y de color gris la corteza a
maés de ser hendida. Posee hojas caducas, alternas, lanceoladas y simples de un largo de 5-10 cm
por 1-2,5 cm de ancho, su margen es serrado y de punta alargada. Por el haz son brillantes con un
aspecto blanquecino y por el envés es sedosos. Las flores nacen en los
amentos. Sus frutos son capsulas al madurar se abres para liberar las semillas que estan envueltas

en un tejido de algoddn, esto ayuda a la dispersion en el aire gracias al viento (Castilla et al., 2017, p.
18).

1.1.3 Aliso (Alnus acuminata)

. Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fagales

Familia: Betulaceae
Género: Alnus

Especie: Alnus acumminata (Conabio, 2019, p. 25)

- Descripcion

Es un arbol caducifolio de 10 a 25 metros de altura, su tronco es cilindrico con una corteza lisa 0
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ligeramente rugosa, posee una copa estrecha, sus hojas son ovadas con margenes agudamente
biserrados, tiene inflorescencias masculinas en amentos de 5 a 10 cm de largo, generalmente en
agrupaciones de 3 inflorescencias femeninas 3 a 4 en racimos, el fruto es de forma eliptica u
obovada, posee un margen alado y un estilo constante, el sistema radicular que posee es poco
profundo, extendido y amplio. Esta especie posee una sexualidad monoica. Es una especie muy
importante dentro de la recuperacion de bosques, a mas de ayudar a filtrar nitrégeno al suelo, es
utilizado para realizar artesanias, es Util como combustible, en la construccion se lo utiliza en
puentes y pilotes, en la fabricacion de puertas, pisos, cercas, etc: su corteza se la utiliza como

curtiente y también medicinalmente para afecciones cutaneas, astringente y para la sifilis (Conabio,
2019, p. 26).

1.2 Vivero forestal

Es un lugar en el que se cultivan arboles hasta que estén listos para ser plantados, el mismo que
les brinda a las semillas o estacas las condiciones aptas para que cada una pueda crecer y
desarrollarse, esperando que sea de manera Optima y con las caracteristicas mas favorables para
que sean llevadas a campo abierto. El objetivo principal de un vivero es producir y cuidar plantas
necesarias, tanto en nimero como en calidad de especie y que las mismas sean sanas, fuertes y
tolerantes ambientalmente para que su crecimiento sea efectivo en cualquier condicion donde se

las plante, y asi cumplir con el objetivo de una plantacion (Bonilla et al., 2014, p. 5).

1.2.1 Sustrato

Es considerado como un soporte fisico el cual ayuda o permite que se desarrolle éptimamente el
sistema radicular de las plantas. Su origen puede ser natural, sintético, inerte u organico, con el
objetivo de usarse como un medio de crecimiento de las especies vegetales, a la vez es
considerado como un mundo donde se encuentran miles de especies vivas no necesariamente
plantas. EI medio o sustrato puede usarse de manera Unica 0 en mezcla con otros medios que
ayuden al buen desarrollo de las plantas, esto dependiendo de la necesidad y/o requerimientos de
cada tipo de planta, labor de propagacion que se vaya a realizar y del tipo de contenedor que se

usara, tanto en volumen como el material (Molina, 2014, p. 7).

1.2.2 Semillero

No es mas que el lugar donde las fundas con las plantas que se siembran van a estar ubicadas. Las
platabandas o semillero deben tener una altura entre 15 a 20 cm de altura, un metro o0 1,5 m de

ancho y el largo va a depender de la cantidad de plantas que se requiera producir (Echeverria, 2021).



1.3 Propagacion

1.3.1 Asexual

- Multiplicacion vegetativa: Sirve para asegurar la permanencia de individuos comunes o
incluso en plantas superiores o genéticamente evolucionadas.

Existen dos tipos: la division celular que abarca la division y la gemacion, y la fragmentacion que
esta no es mas que el proceso en donde se hace la fragmentacion de partes de células, vastagos o
talos, de los que nacen individuos nuevos o hijos. Claramente podemos decir que los esqueje son

un claro ejemplo de fragmentacién (Costas, 2014, p. 21).

En la division o biparticion la madre o célula madre se divide completamente en dos células hijas
de igual tamafio. Un ejemplo claro de biparticion es: las arqueas y bacterias.

Por gemacion se originan los brotes o yemas de las plantas, las que daran lugar a nuevas ramas
(Costas, 2014, p. 21).

1.3.2 Sexual

La reproduccion sexual envuelve a la presencia de estructuras Ilamadas también 6rganos donde
se formaran los gametos o células sexuales, aquellos que se combinarén en el proceso de
fecundacion. En los vegetales dichos 6rganos son las flores, es decir, que el proceso sera posible
por la unién de un gameto masculino y otro femenino. La polinizacion es favorecida gracias al
agua, viento, abejas y otros animales, ya que estos ayudan a transportar el polen que se encuentra

en la antera hacia el estigma para que se lleve a cabo la fecundacion (Costas, 2014, p. 22).

La fecundacidn se produce en la flor, cuando el polen llega al estigma, se forma un tubo llamado
tubo polinico que va a recorrer hacia el estilo hasta que llegue al 6vulo. El évulo al ser fecundado
empieza un crecimiento como un embridn envuelto por un protector y nutritivo, dando origen asi
a la semilla o este embrion se convierte en semilla. En el proceso de transformacion de évulo a

semilla, el ovario crece y se transforma en el fruto (Costas, 2014, p. 22).

1.4 Seleccién de planta madre

Al elegir la planta madre lo que esencialmente se ve 0 este proceso se basa es en observar las
necesidades del productor y las caracteristicas de la planta que se requieren, puede ser la altura de
la planta, el diametro del tallo, la calidad de fruto, la resistencia a enfermedades, menos

probabilidades de ser atacada por insectos, etc. (Bonilla et al., 2014, p. 5).
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1.5 Trichoderma spp.

Reino: Fungi

Phylum: Ascmycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma

Especies: T. harzianum, T. hamatum, T. viride, T, longibrachiatum, entre otros (Martinez et al., 2015,
pp. 2-4)

Martinez et al., 2015, pp. 2-4 aluden que el género Trichoderma fue descrito por Persoon en 1794.
Posteriormente, se hizo el primer agrupamiento en especies agregadas que se utiliza hasta el
presente, en si, las especies de este género son hongos, que se encuentran ampliamente
distribuidos en varias latitudes y ocurren naturalmente en diferentes ambientes, especialmente
aquellos que contienen materia organica o restos vegetales en descomposicion. Trichoderma en
estado nutritivo exhibe micelio con una membrana simple. Esta especie es haploide y sus paredes
estan compuestas por quitina y glucano. Se reproducen asexualmente a través de conidios. Tienen
conidi6foros transparentes ramificados, simples o en racimos, conidios de 3 a 5 micrones de
diametro, generalmente ovalados, unicelulares y coloreados (generalmente verdes); se desarrollan
rapidamente en medios sintéticos. Puede producir esporas de paredes gruesas en la matriz natural
de células individuales, pero puede combinarse entre dos o mas. Estas estructuras son
fundamentales para la supervivencia del género en el suelo en condiciones adversas. Los
organismos crecen y se ramifican para formar hifas tipicas, de 5 a 10 um de ancho (Martinez et al.,

2015, pp. 2-4).

1.5.1 Trichoderma harzianum

Cuando se utiliza con plantas es un hongo benéfico, es muy manejado para el control biolégico
de diferentes patdgenos que afectan a los vegetales, y puede usarse para aplicacion foliar,
tratamiento de semillas y suelo, esto para controlar diversas enfermedades causadas por hongos.
Algunos productos comerciales elaborados con este hongo se han utilizado para controlar

Botrytis, Fusarium y Penicillium (Garcia et al., 2018, p. 12).

1.5.2 Trichoderma longibrachiatum

Son microorganismos que tienen la capacidad de producir antibiéticos y otros hongos parasitarios.
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Se caracteriza por una fuerte capacidad para competir por recursos como los nutrientes o el
espacio, pudiendo colonizar rapidamente una gran area para el control biologico de plantas que

causan enfermedades por patégenos (Martinez, 2008, p. 13).

1.5.3 Trichoderma spp. en micoparasitismo

Weindling demostr6 el papel de Trichoderma como un parasito fangico natural en 1932, y
comenzo a implementar su aplicacion en experimentos de control biol6gico en 1970, cuando se
incremento en la investigacion de campo para hortalizas y cultivos ornamentales. La capacidad
de producir varios metabolitos y adaptarse a diversas condiciones ambientales y sustratos hace
posible que Trichoderma se utilice en la industria biotecnolégica (Martinez et al., 2013, p. 27).

Este es un proceso complejo de interaccion antagonista-patdgeno, que ocurre en cuatro etapas:
crecimiento vegetativo quimico, Trichoderma puede detectar remotamente su posible huésped,
en el reconocimiento el antagonista se considera altamente especifico para su sustrato, adhesion
y enrollamiento; por la combinacion de azUcares en la pared antagonista con lectinas presentes en
la pared patdégena y actividad litica; por la produccién de enzimas liticas extracelulares,
principalmente quitinasa, glucanasa y proteasa, que degradan la pared celular de los patégenos y
permiten la penetracién de las hifas de Trichoderma. El parasitismo flngico termina con la

pérdida del contenido citoplasmatico de la célula huésped, mostrando sintomas de desintegracién
(Infante et al., 2009, p. 10).

1.5.4 Trichoderma spp. en la Desactivacion de las enzimas de patégenos y Estimulacion del

crecimiento vegetal

Se considera como un mecanismo de antagonismo muy poco estudiado el método o factor de
desactivacion del grado de patogenicidad que utiliza Trichoderma ante hongos fitopatégenos. Se
sabia que T. harzianum exuda una proteasa que desintegra las enzimas que Botrytis cinerea usa
para agredir las paredes celulares de las plantas, mientras que T. viride produce -glucosidasa para
degradar una fitotoxina de R. solani. Es posible que el potencial enziméatico de Trichoderma para
detener el proceso infeccioso de patdgenos sea mucho mayor, ya que este controlador biol6gico
secreta mas de 70 metabolitos, entre los cuales: sustancias que estimulan el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Durante muchos afios se conoci6 la capacidad de estos hongos para
estimular el crecimiento de las plantas, especialmente el sistema radicular, sin embargo, los
mecanismos involucrados aln no se conocen con certeza. Estudios recientes, concluyen que una
cepa de Trichoderma ayuda al desarrollo y crecimiento de raices de maiz y algunas gramineas,

influyendo positivamente en que estos cultivos se conviertan en plantas con la capacidad de
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tolerar sequias, y también se ha observado que aislados seleccionados de Trichoderma estimulan
la germinacion y la altura de las plantas de frijol con un aumento de peso de al menos el 60%

(Martinez et al., 2013, p. 15).
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CAPITULO II

2 MARCO METODOLOGICO

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Caracteristicas del lugar

2.1.1.1 Localizacion

La presente investigacion se llevo a cabo en el vivero forestal Pallatanga en el canton Pallatanga,
Provincia de Chimborazo, ubicado a hora y media de la ciudad de Riobamba, via a Guayaquil.

2.1.1.2 Ubicacion geografica
Altitud: 1200 — 1500 msnm
Coordenadas UTM

Norte: 9778800 / 9797200
Este: 722460 / 750310

2.1.1.3 Caracteristicas climatologicas

Temperatura anual: 16° C

Precipitacion media anual: 1626 mm

2.1.2 Materiales y equipos

2.1.2.1 Materiales de campo

o Léapiz

o Libreta de campo

o Fundas plésticas de siembra
o Plastico

o Regadera

o Carretilla

o Pala

. Azadon
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Costales

Tierra negra

Cascara de arroz descalcificada
Humus

Fibra de coco

Equipos de campo

Teléfono celular

Materiales de laboratorio

Cajas Petri

Porta y cubre objetos
Tamiz

Pipetas

Envases plasticos
Parafilm

Probeta

Tubo de ensayo

Vasos de precipitacion

Equipos de laboratorio

Cémara de flujo laminar
Autoclave

Microscopio dptico
Mechero de bunsen
Teléfono celular
Camara de esporulacion

Estufa de secado al vacio

Reactivos e insumos

NaCl

Papa dextrose agar (PDA)
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. Alcohol 70%

. Cloranfenicol
) Penicilina
o Agua destilada

2.1.1.6 Material bioldgico

o Aislados fungicos de Trichoderma harzianum y Trichoderma longibrachiatum
o Plantas de balsa y sauce blanco de 6 semanas de edad
o Plantas de aliso de 12 semanas de edad

2.1.1.7 Materiales y equipos de oficina

o Computadora
o Hojas

o Internet

o Impresora

2.2 Metodologia

2.2.1 Especificaciones de disefio experimental

Tabla 1-2: Especificaciones de disefio experimental

Numero de blogues 4
NUmero de tratamientos 15
NUmero de repeticiones 3
Plantas por blogue 45
Total de plantas 180

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

2.2.1.2 Disefio experimental

Se utilizé un disefio de bloques completos al azar (DBCA) con 15 tratamientos y 3 repeticiones

cada uno.
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Tabla 2-2: Disefio experimental de campo
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Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021
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2.2.2 Variables a evaluar

Para cumplir el primer objetivo especifico se evalu6 el efecto de Trichoderma harzianum en:

4 Numero de hojas: Los datos fueron tomados a partir de la aparicion de hojas nuevas
después de todas las aplicaciones del hongo, se tomaron datos a los 75 dias tomando en cuenta
desde la primera aplicacion del hongo realizada el 4 de junio del 2021, se realiz6 un conteo de las
hojas verdaderas que se encontraban vivas en las plantas, esto fue hecho en campo tomando una
planta por tratamiento, es decir, en cada bloque se tomé un total de 15 plantas para el conteo de
las hojas. Para la especie de Balsa (Ochroma pyramidale) que fue sembrada por medio de semilla
se contabilizaron las hojas, para las especies de Sauce blanco (Salix alba) y Aliso (Alnus
acuminata) el conteo no fue de las hojas existentes en las plantas, en estas, lo que se contabilizd
fue el nimero de yemas o brotes nuevos que aparecieron en el tallo de las plantas, se tomé de esta
manera los datos por el hecho de que su germinacion fue realizada por medio de estaca, los datos

fueron recolectados en campo y de manera manual.

4 Longitud de la raiz: con ayuda de una regla se realizd la medicion a los 75 dias después
de la primera aplicacion realizada el 4 de junio del 2021, estos datos fueron tomados en laboratorio
una vez lavada la raiz, retirado todo el material terroso presente en las mismas y realizado el
etiquetado de todas las plantas que fueron llevadas al laboratorio, con identificacién del bloque,

tratamiento y repeticién a la que pertenecia.

4 Altura de la planta: con ayuda de una cinta métrica se realizd la medicion de las plantas
de cada tratamiento y repeticion a los 8, 15, 30, 45, 60 y 75 dias, después de la primera aplicacion
de Trichoderma harzianum, que fue el dia viernes 4 de junio del 2021, con el fin de evaluar el

efecto en las diferentes especies.

v Diametro de tallo: con ayuda de un calibrador de plastico se tom6 el DAP de las plantas
de cada tratamiento y repeticion a los 8, 15, 30, 45, 60 y 75 dias, después de la primera aplicacion
de Trichordema harzianum, que fue el dia viernes 4 de junio del 2021, con el fin de evaluar el

efecto del hongo en las diferentes especies.

v Masa foliar y radicular fresca: Las muestras fueron tomadas en campo y etiquetadas con
la identificacion del bloque, tratamiento y repeticion a la que pertenecian, estas fueron evaluadas
en el laboratorio a los 75 dias después de la primera aplicacion realizada el dia viernes 4 de junio

del 2021, el procedimiento se lo llevo a cabo luego de lavar y retirar todo el sustrato que se
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encontraba en la raiz de las plantas y puestas a secar al aire libre, se utiliz6 la balanza analitica

para poder obtener datos exactos.

4 Masa foliar seca y masa radicular seca: Para los datos de este, lo que se realiz6 fue en
dejar secar dentro de la estufa de secado al vacio en el laboratorio las especies que fueron
seleccionadas previamente en campo, durante 48 horas, luego de este lapso de tiempo se retiraron
de la estufa de secado al vacio y dejadas enfriar por unos minutos, para luego ser llevadas a ser
pesadas, lo primero que se realiz6 fue separar el sistemas radicular del foliar tomando en cuenta
al blogue, tratamiento y repeticion al que pertenecia, finalmente, seguimos con la utilizacion de

la balanza analitica para pesar por separado cada una de las masas.

v indice de calidad de Dickson.

Para obtener el indice de Dickson lo que se utilizé fue la formula:

ICD= Masa seca total (q)
Altura(cm) Masa seca aérea (g)
Dac (mm) Peso seco de la raiz (g)

La misma que fue reemplazada con los resultados de variables anteriormente investigadas.

Todo el procedimiento se lo realizé en las especies forestales balsa, sauce blanco y aliso.

Para cumplir el segundo objetivo especifico se evaluard el efecto de Trichoderma

longibrachiatum en:

v NUmero de hojas: Los datos fueron tomados a partir de la aparicién de hojas nuevas
después de las aplicaciones del hongo, se tomaron datos a los 75 dias tomando en cuenta desde la
primera aplicacion realizada el 4 de junio del 2021, se realiz6 un conteo de las hojas verdaderas
gue se encontraban vivas en las plantas de las tres especies forestales, esto fue hecho en campo
tomando una planta por tratamiento, es decir, en cada blogque se tom6 un total de 15 plantas para
el conteo de las hojas. Para la especie de Balsa (Ochroma pyramidale) que fue sembrada por
medio de semilla se contabilizaron las hojas presentes en las plantas sobrantes, para las especies
de Sauce blanco (Salix alba) y Aliso (Alnus acuminata) el conteo no fue de las hojas existentes
en las plantas, en estas, lo que se contabilizé fue el nimero de yemas o brotes nuevos que
aparecieron en el tallo de las plantas, se tomd de esta manera los datos por el hecho de que su

germinacion fue realizada por medio se estaca, los datos fueron recolectados en campo y de
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manera manual.

4 Longitud de raiz: con ayuda de una regla se realizé la medicion a los 75 dias después de
la primera aplicacion realizada el dia 4 de junio del 2021, estos datos fueron tomados en el
laboratorio una vez lavada la raiz, retirado todo el material terroso presente en las mismas y
realizado el etiquetado de todas las plantas que fueron llevadas al laboratorio, con identificacidn

del bloque, tratamiento y repeticion a la que pertenecia.

v Altura de planta: con ayuda de una cinta métrica se realiz6 la medicién de las plantas de
cada tratamiento y repeticion a los 15, 30, 45, 60 y 75dias, después de la primera aplicacion de
Trichoderma longibrachiatum, que fue el dia viernes 4 de junio del 2021, con el fin de evaluar el
efecto en las diferentes especies forestales.

v Diametro de tallo: con ayuda de un calibrador de plastico se tom6 el DAP de las plantas
de cada tratamiento y cada repeticion a los 8, 15, 30, 45, 60 y 75 dias, después de la primera
aplicacién de Trichoderma longibrachiatum, que fue el dia viernes 4 de junio del 2021, con el fin

de evaluar el efecto en las diferentes especies.

4 Masa foliar y radicular fresca: Las muestras fueron tomadas en campo y etiquetadas con
la identificacién del bloque, tratamiento y repeticion a la que pertenecian, estas fueron evaluadas
en el laboratorio a los 75 dias después de la primera aplicacion realizada el dia viernes 4 de junio
del 2021, el procedimiento se lo llevd a cabo luego de lavar y retirar todo el sustrato que se
encontraba en laraiz y puestas a secar al aire libre, se utiliz6 la balanza analitica para la obtencion

de datos exactos.

v Masa foliar seca y masa radicular seca: Para los datos de este, lo que se realizé fue en
dejar secar dentro de la estufa de secado al vacio en el laboratorio las especies que fueron
seleccionadas previamente en campo, durante 48 horas, luego de este lapso de tiempo se retiraron
de la estufa de secado al vacio y dejadas enfriar por unos minutos, para luego ser llevadas a ser
pesadas, lo primero que se realiz6 fue separar el sistema radicular del foliar tomando en cuenta al
blogue, tratamiento y repeticion a la que pertenecia, finalmente, seguimos con la utilizacién de la

balanza analitica para pesar por separado cada una de las masas.

Todo el procedimiento se lo hizo en las especies forestales balsa, sauce blanco y aliso.

2.2.3 ldentificacion y conceptualizacion de las especies
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La presente investigacion se llevé a cabo en la provincia de Chimborazo, canton Pallatanga con
tres especies forestales balsa, sauce blanco y aliso. La identificacion se la realiz6 con la ayuda del
viverista el cual nos otorgd el conocimiento y técnicas para el reconocimiento de las especies, en
este caso lo que nos llevé a la identificacion de las especies fue la experiencia del viveristay a la
vez, caracteristicas de las especies, las tres especies forestales tomadas para la realizacion del
proyecto de investigacion fueron seleccionadas por las caracteristicas que estas presentan dentro
del sector de estudio y a la vez por la necesidad de saber el desarrollo de estas con la ayuda de
Trichoderma spp.

2.2.4 Elaboracién de plantas

El sustrato para la siembra de las plantas partié con un 65% de tierra negra, 20% de humus, 10%
de fibra de coco y 5% de cascarilla de arroz descalcificada, luego este sustrato fue enfundado y
colocado en la cama dentro del vivero para el respectivo sembrado de las especies forestales.

2.2.4.1 Siembra de especies forestales

El proceso se llevo a cabo el dia 24 de marzo del 2021, para balsa que fue por sembrada por
semilla lo que se hizo que en un semillero pequefio de 50cm x 50cm se llend de sustrato que
habiamos preparado con anterioridad, la siembra fue por el método de voleo tratando que todo se
distribuya uniformemente en todo el semillero, lo tapamos con una pequefia capa de sustrato
evitando esencialmente colocar mucha cantidad del mismo sobre las semillas y finalmente
procedimos con un riego de agua con 2g de desinfectante de tierra [lamado Bromuro de metilo en
una regadera de 1 litro y medio para evitar la contaminacion por cualquier patégeno a la semilla.
El mismo dia se hizo la eleccién de la planta madre para la extraccion de estacas de la especie
forestal Sauce blanco, se determind realizarlas el dia 24 de marzo ya que el viverista se manejaba
por medio del calendario lunar, en donde se pudo verificar que este dia era apto para siembra por

medio de semilla y estaca.

Se procedi6 a cortar las estacas con la ayuda de una tijera de podar, sus medidas eran de 15 cm
exactamente con la caracteristica que en las estacas existan nudos por donde puedan brotar las
nuevas yemas, se procedié al mismo instante a sembrarlas directamente en las fundas que
previamente se llenaron con sustrato, finalmente se procedi6 al riego con agua y 4g de Bromuro
de metilo en una regadera de 3 litros, para evitar la contaminacion por algin patdgeno presente

en el sustrato.

Para el Aliso se utilizd una especie sembrada previamente por el viverista y la utilizamos a una
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edad de 6 semanas.

2.2.4.2 Repique de especies forestales

El repique fue realizado el dia 7 de mayo del 2021, en la especie Ochroma pyramidale por ser la
Unica que fue sembrada por medio de semilla, para este lapso de tiempo la especie tenia la edad
de 6 semanas. Se procedié a identificar las plantas de mejor aspecto en el semillero para el
respectivo trasplante, primeramente se realizo el riego de agua en las plantas, luego con mucho
cuidado se fue suavizando la tierra tanto donde se encontraban las plantas y la tierra de las fundas
en donde se iba a plantar, cabe recalcar que esa tierra debia estar humedecida, proseguimos con
retirar con cuidado las plantas evitando dafiar las raices y seguirlas sembrando una a una en las
fundas, este procedimiento se lo hizo con todas las plantas que requeriamos para el proyecto de
investigacion, al finalizar regamos de nuevo pero con 4g de Bromuro de metilo en una regadera
de 4 litros. Tomar en cuenta que el proceso fue realizado en la tarde y bajo sombra para evitar que
las plantas se marchiten o entren en estrés post trasplante.

Cabe recalcar que este proceso se realizd tan solo en la especie de Balsa ya que Sauce blanco y

Aliso tuvieron una propagacion por medio de estaca.

2.2.4 Instalacién del disefio experimental en campo

Para la instalacién del disefio experimental las especies Ochroma pyramidale, Salix alba partiran
desde la edad de 6 semanas y medias, mientras que Alnus acuminata desde la edad de 12 semanas.
Ochroma pyramidale partira de semilla, Salix alba y Alnus acuminata partirdn de estacas; la
instalacion se la hizo el dia 10 de mayo de 2021, donde se utiliz6 tablas de 1mx15cm las mismas
que ayudaron a la separacion de los tratamientos y de los bloques, se los fue ubicando segun el
disefio experimental analizado teéricamente y en los mismos se realiz6 la etiquetacion de cada
tratamiento presente en los bloques, a mas de la identificacion del trabajo de integracion curricular

por medio de un pequefio letrero en el disefio experimental realizado.

2.2.5 Fase de laboratorio

Para la fase de laboratorio se realizé varios procesos para la obtencién de Trichoderma spp.

2.2.5.1 Preparacion del medio de cultivo

Para la preparacion del medio de cultivo procedimos en primer lugar a pesar 42 g de PDA en la
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balanza analitica y lo colocamos en frascos de vidrio, luego procedemos a colocar 1000 ml de
agua destilada en cada frasco con el medio en polvo y lo agitamos hasta que se haga una mezcla
homogénea, finalmente cerramos y sellamos muy bien la solucion y los colocamos dentro del
autoclave para que proceda con la esterilizacion y la preparacidn del medio de cultivo, esperamos
un lapso de tiempo hasta que termine con el proceso para proceder a colocar el medio dentro de

las cajas Petri.

Una vez preparado el medio procedemos a colocarlos en las caja Petri, pero antes de este
procedimiento lo que realizamos es combinar nuestro medio con Penicilina y cloranfenicol para
que al momento de realizar el repique o el cultivo del hongo no exista contaminacion del mismo,
para ello tenemos 2 recipientes de 1000 ml y uno de 500 ml de medio de cultivo para lo que con
la ayuda de una jeringa colocaremos 2ml de penicilina en los frascos de 1000ml y 1ml en el de
500ml, para el cloranfenicol colocamos 10 ml en los recipientes de 1000mly 5ml en el recipiente
de 500ml.

Ya preparado completamente el medio lo que realizamos es el envasado en las cajas Petri,
colocamos el medio en un vaso de precipitacion para facilitar la colocacion en las cajas, ya una
vez en los vasos procedemos a derramar el medio dentro de cada caja Petri, dicho procedimiento
se realiz6 de manera desmedida pero no exagerada y de forma rapido para que no exista la

gelificacion del medio y no se desperdicie.

2.2.5.2 Repique del hongo

Para el repique de las 4 cepas de Trichoderma spp. se utiliz6 palillos de dientes esterilizados, un
mechero de bunsen, cinta de Parafilm, las cajas Petri con el medio de cultivo gelificado y

esterilizado, y obviamente las 4 cepas de Trichoderma spp. en cajas previamente cultivadas.

Antes de proseguir con el repique lo que haremos es prender la cdmara de flujo laminar y
esterilizarla o limpiarla muy bien de lado a lado con alcohol, luego encendimos la luz UV y
dejamos por 10 minutos para que la esterilizacion sea 6ptima y el trabajo no se estropee, una vez
pasado este tiempo, procedimos a la realizacién del repique, empezando en quitar la cinta de
Parafilm de las cajas que contenian la primera sepa del hongo, luego encendimos el mechero de
bunsen dentro de la cdmara de flujo laminar, colocamos los palillos esterilizados dentro de la
misma, la cinta de Parafilm nueva y las cajas con el medio de cultivo gelificado para poder
empezar con el proceso, una vez que teniamos todos los materiales dentro de la camara lo que

procedemos a hacer es:
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- Con la ayuda de un palillo extrajimos un poco del hongo sin el medio, tan solo el micelio.
- Colocamos el micelio en el medio de cultivo y lo tapamos, este proceso se 1o hizo con
todas las cepas del hongo.

- Sellamos las cajas Petri con la cinta de Parafilm y lo etiquetamos para identificar a la cepa

de Trichoderma spp. a la que pertenecia.

Una vez terminado el proceso se llevo las cajas con el hongo a reposo para que el mismo se

desarrolle en un lapso de tiempo.

2.2.5.3 Extraccién del hongo

Para este procedimiento se utiliz6 2 jeringas de 10 ml, 2 cepillos de dientes, agua destilada,
Erlenmeyer, vasos de precipitacion y las cajas con las cepas de Trichoderma spp.

El procedimiento se llevo a cabo en la cdmara de flujo laminar, por lo que previamente se realiz6
la esterilizacion de la misma, posterior a esto colocamos todos los materiales dentro de la camara

para empezar con la realizacién.

- Lo primero que se hizo fue retirar la cinta de Parafilm de las cajas donde se encontraba el
hongo, para no confundirse, se recomienda no confundir las cajas y empezar uno a uno la
extraccion.

- Una vez quitado el sello de las cajas, en un Erlenmeyer se etiqueta a la cepa que se
extraera.

- En un vaso de precipitacion colocamos agua destilada y la ponemos en el centro de la
camara

- Posterior a esto, tomamos una caja con el hongo, la destapamos y con la jeringa de 10 ml
llena de agua destilada la vertimos dentro de la caja.

- Con la ayuda del cepillo de dientes se removi6 todo el micelio sin tocar el medio de
cultivo

- Con cuidado se vertio el contenido en el Erlenmeyer, utilizando la cantidad de agua
destilada necesaria se intentd retirar la mayor cantidad del hongo de las cajas Petri.

- Una vez terminado la primera cepa, se sellé el Erlenmeyer y se procedi6 con la siguiente
Este procedimiento se realiz6 con todas las cepas de Trichoderma spp. las cajas vacias, se

desecharon finalmente.

2.2.5.4 Conteo de esporas

Los materiales que se utilizo para el conteo de esporas fueron: Las sustancias de las 4 cepas del
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hongo, microscopio, hemacitémetro de Neubauer, micropipeta, cubre objetos y agua destilada,
el procesd se lo realizd dentro de la cAmara de flujo laminar por lo que previamente fue

esterilizada respectivamente, el proceso consistio en:

- Una vez que todos los materiales se encontraban dentro de la cdmara de flujo laminar lo
que se hizo fue la colocacion de un papel blanco como base, sobre el mismo se coloco el
hemacitémetro de Neubauer.

- Con la micropipeta se absorbi6 una pequefia cantidad de agua destilada y se la colocé en
la abertura del centro del hemacitometro de Neubauer.

- Con el cubre objetos, con sumo cuidado cubrimos la parte central del hemacitometro de
Neubauer tomando en cuenta el cubrir los canales que se encuentran a los lados.

- Con la micropipeta se extrajo un poco de la solucién del hongo

- Con sumo cuidado se colocd la solucion en los canales de los costados, tener en cuenta
que se debe abastecer toda la parte central que esta cubierta por el cubre objetos.

- Se limpid el exceso de sustancia vertida en el cubre objetos y se llevé al microscopio.

- Se encendié el microscopio y colocamos el hemacitometro de Neubauer en la placa,
posterior a esto se empez6 con la visualizacién de las esporas, primer con el lente de 10 y asi
seguidamente hasta llegar al lente de 40 que es con el que se realizo la visualizacion y el conteo
de las esporas.

- Al enfocar las esporas, se observO claramente como se encontraba divido el
hemacitometro de Neubauer, se visualizo la lamina rectangular y los compartimentos en los que
se encontraba dividido (A.B,C), para el conteo de las esporas se utilizé los subcompartimentos
del compartimento C.

- Contamos todas las esporas que se encontraban dentro de los cuadrantes 1,2,3,4y 5

FE A
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Figura 1-2. Subcompartimentos del hemacitometro de Neubauer
Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

- Anotamos la cantidad de esporas de cada cuadrante y al final realizamos un analisis con
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los datos recolectados, para saber si la concentracion o cantidad de esporas del hongo son las

aptas para la realizacion del in6culo a probarse en campo.

2.2.5.5 Preparacion del in6culo

Para la preparacion del indculo se debid estabilizar la concentracion del hongo a 1x10°
propéagulos/mL, para el envasado se utilizO embaces previamente esterilizados para evitar la
contaminacion del hongo, en este caso se utilizo 5 botellas de 2 litros, cuatro para las cuatro cepas
del hongo de Trichoderma spp. y una botella para el agua destilada.

Lo que se realizo fue en colocar la solucion de las cepas que se encontraban dentro de los
Erlenmeyer en los embaces de plastico y adicionar agua destilada, para su calculo se utilizo la
férmula de volumetria, para lo que finalmente se obtuvo que en cada embace pléstico debe ir 1900

ml de indculo con una concentracion de 1x10° propagulos/mL.

2.2.6  Inoculacion de Trichoderma spp. en las diferentes especies forestales

La inoculacién se la realiz6 en tres ocasiones:

- Primera aplicacion de Trichoderma spp.: 4 de junio de 2021
- Segunda aplicacion de Trichoderma spp.: 3 julio de 2021

- Tercera aplicacion de Trichoderma spp.: 13 de agosto de 2021

En las tres especies forestales balsa, sauce blanco y aliso.

Para la inoculacion se usé una concentracion de 1x10° propagulos/mL de la solucién de
Trichoderma spp., se realiz6 una inoculacion directa en el sustrato con la ayuda de una jeringa de
60ml y la dosis a aplicar fue de 50ml, para las aplicaciones se utilizo jeringas diferentes una para
el agua destilada y cuatro para cada cepa del hongo, cada cepa fue vertida en un recipiente
diferente al igual que el agua destilada para evitar contaminacion o mezcla de las cepas.,
finalmente se fue aplicando tratamiento por tratamiento en los 4 blogues la dosis correspondiente

para cada repeticion.
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CAPITULO I11
3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Resultados de los parametros a evaluar

Con los valores obtenidos en la investigacion para las variables medibles se realizé un anélisis de
varianza ANOVA y una comparacion entre los tratamientos mediante la prueba de Tukey al 5%

para las tres especies forestales.

3.1.1 Evaluacion de la altura de las especies forestales
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Graéfico 1-3. Diagrama de caja y bigote de la variable altura (15, 30, 45, 60 y 75 dias) de las
especies forestales sometidas a los tratamientos con Trichoderma spp.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021
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3.1.1.1 Evaluacion en la variable altura en las especies forestales sometidas a distintos

tratamientos
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[ ]
a0- | *
EED- | H as factor(Cepa)
[ ]
0 [ ]
o -1
g =
5400 . — y
=L E 3
20-
—_— o e
I:I_ 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Aliso Balsa Sauce Aliso Balsa Sauce Aliso Balsa Sauce
Especie forestal

Gréfico 2-3. Diagrama de caja y bigote de la variable altura a los 75 dias, de las especies tratadas

con las cepas 1y 2 de T. harzianum y T. longibrachiatum.
Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

Tabla 3-3: Analisis de varianza de la variable altura final de las 3 especies forestales sometidas

a estudios en diferentes tratamientos.

Fuentes de variacion Grado de | Suma de | Cuadrado Valor de | Pr (>F)
libertad cuadrados medio F
Especie forestal 2 46430 23215 | 6951,0669 <2e-16 falaid
Especie hongo 2 200 100 2,999 0,0606
Cepa 1 1 1 0,021 0,8860
Factor (Bloque) 3 339 113 3,380 0,0269 *
Especie forestal: Especie 4 222 55 1,659 0,1776
hongo
Especie forestal: Cepa 2 0 0 0,003 0,9966
Especie hongo: Cepa 1 1 1 0,036 0,8502
Especie forestal: Especie 2 15 8 0,227 0,7982
hongo: Cepa
Residuals 44 1420 33

Realizado por: Casigfa Yumbo, Johana, 2021

Cadigos de significancias: 0 “***’ 0.001 <**> 0.01 “*> 0.05¢>0.1 ¢ °
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Tabla 4-3: Prueba de Tukey al 5 % para la evaluacién de altura final de las 3 especies forestales

con la inoculacion de Trichoderma spp.

Especie Media aritmética Grupos

Aliso: T. harzianum:1 71,583333 a
Aliso: T. harzianum:2 70,916667 a
Aliso: Agua:3 68,916667 a
Aliso: T. longibrachiatum:2 68,500000 a
Aliso: T. longibrachiatum:1 67,000000 a
Sauce: T. harzianum:2 59,250000 ab
Sauce: T. harzianum:1 57,500000 ab
Sauce: T. longibrachiatum:1 51,583333 b
Sauce: T. longibrachiatum:2 50,000000 b
Sauce: Agua:3 48,000000 b
Balsa: Agua:3 4,775000 c
Balsa: T. harzianum:2 4,015000 c
Balsa: T. longibrachiatum:1 3,937500 c
Balsa: T. longibrachiatum:2 3,791667 c
Balsa: T. harzianum:1 3,425833 c

*Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes
Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

Los resultados de manera grafica (Grafico 2-3) y en el analisis de varianza (Tabla 3-3) no mostré
una diferencia significativa para el factor cepas evaluadas, no obstante, para el factor especie
forestal, especie hongo y el factor bloques si se evidenci6 diferencia significativa al evaluar la
variable altura final (Tabla 3-3)

La prueba de separacion de medias de Tukey al 5% (Tabla 4-3) evidencid que la especie que
mejor desarrollo tuvo en altura a los 75 dias fue la especie de aliso con una altura promedio de
71,58 inoculada con Trichoderma harzianum cepa 1, mientras que la especie que obtuvo menor
altura fue la balsa con un promedio de 3, 42 inoculada con Trichoderma harzianum cepa 1.

A los 75 dias en la variable altura (Grafico 2-3) se observd que el mejor tratamiento fue el tratado
en la especie de aliso siendo inoculada con Trichoderma harzianum cepa 1 con una altura
promedio 71,25 + 8,27, seguido, el tratamiento testigo (agua) con un valor de altura promedio de
68,91 + 12,85y finalmente Trichoderma longibrachiatum cepa 2 con un valor de altura promedio
de 67,75 + 10, 36.

En la especie balsa el mejor tratamiento fue el testigo (agua) con un valor de altura promedio de

4,78 + 0,91, sequido de Trichoderma longibrachiatum cepa 2 con un valor promedio de 4,02 £
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0,73 y finalmente el tratamiento realizado con Trichoderma harzianum cepa 2 con un valor de
altura promedio de 3,65 + 0,91.

Por altimo, para la especie sauce blanco el mejor tratamiento fue Trichoderma harzianum cepa 1
con un valor de altura promedio de 58,37 + 13,37, seguido por Trichoderma longibrachiatum
cepa 1 con un valor de altura promedio 50, 9 £ 11,71 y finalmente el tratamiento testigo (agua)

con un valor de altura promedio de 48 + 11,44,

Especie Aliso (Alnus acuminata)

Trichoderma harziarnum
Cepa 1

Figura 2-3. Mejor resultado en la evaluacién de la variable atura final.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

3.1.2 Evaluacion del Didmetro a la altura del cuello (DAC) de las especies forestales

15 30 el
- -
-
15 - - -
- - . -
- = -
- -
10-
5- + - *
- -
- - - - . s 8 i
T o- - e e o Especie_hongo
LE, &0 75 Aliso Balsa Sauce ' Agua
= B THarmanum
(] . .
& ' T.Longibrachiatum
-
15- - = -
- !+ ﬁ+$
5-
-
-
A e
0- . . . . . .
Aliso Balsa Sauce Aliso Balsa Sauce
Especie_forestal

Graéfico 3-3. Diagrama de caja y bigote para la variable DAC (15, 30, 45, 60 y 75) de las distintas
especies sometidas a los distintos tratamientos con Trichoderma spp.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021
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3.1.2.1 Evaluacion del DAC de las especies forestales sometidas a los distintos tratamientos
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Gréfico 4-3. Diagrama de caja y bigote de la variable DAC a los 75 dias de las distintas especies
tratadas con las cepas 1y 2 de T. harzianum y T. longibrachiatum.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

Tabla 5-3: Analisis de varianza del desarrollo del DAC final en las especies forestales

Fuentes de variacion Grado Suma  de | Cuadrado | Valor de | Pr (>F)
de cuadrados medio F
libertad
Especie forestal 2 726,4 363,2 197,588 <2e-16 faleie
Especie hongo 2 1,6 0,8 0,448 0,642
Cepa 1 0,8 0,8 0,431 0,515
Factor (Bloque) 3 6,2 2,1 1,126 0,349
Especie forestal: Especie 4 4,4 1,1 0,601 0,664
hongo
Especie forestal: Cepa 2 5,0 2,5 1,353 0,270
Especie hongo: Cepa 1 0,1 0,1 0,053 0,819
Especie forestal: Especie 2 4.2 2,1 1,153 0,326
hongo: Cepa
Residuals 42 77.2 1,8

Realizado por: Casigfa Yumbo, Johana, 2021

Cadigos de significancias: 0 “***> 0.001 *** 0.01 “*>0.05¢°0.1¢ °1
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Tabla 6-3: Prueba de Tukey al 5% para la evaluacion del DAC final de las 3 especies forestales

con la inoculacion de Trichoderma spp.

Especie Media aritmética Grupos

Aliso: T. longibrachiatum:2 10,083333 a
Aliso: T. harzianum:2 9,583333 a
Sauce: T. longibrachiatum:1 9,500000 a
Aliso: Agua:3 9,250000 a
Aliso: T. harzianum:1 9,166667 a
Sauce: T. longibrachiatum:2 8,833333 a
Sauce: T. harzianum:2 8,583333 a
Sauce: T. harzianum:1 8.250000 a
Aliso: T. longibrachiatum:1 8,166667 a
Sauce: Agua:3 7,750000 a
Balsa: T. longibrachiatum:1 2,000000 b
Balsa: T. harzianum:2 1,625000 b
Balsa: Agua:3 1,583333 b
Balsa: T. harzianum:1 1,333333 b
Balsa: T. longibrachiatum:2 1,250000 b

*Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

El analisis grafico (Grafico 4-3) y el andlisis de varianza (Tabla 6-3) demostrd que existié una
diferencia significativa en el factor especie forestal, mientras que para las otras interacciones no

se evidencid ninguna diferencia significativa en el diametro a la altura del cuello (DAC).

La prueba de separacion de medias de Tukey al 5% (Tabla 7-3) evidencié que la especie que
mejor desarrollo tuvo en el didmetro a la altura del cuello (DAC) a los 75 dias fue la especie de
aliso inoculada con Trichoderma longibrachiatum cepa 2 con un DAC promedio de 10,083333,
mientras que la especie que obtuvo menor diametro a la altura del cuello (DAC) fue la balsa

inoculada con Trichoderma longibrachiatum cepa 2 con un promedio de 1,250000.

Los resultados a los 75 dias en la variable DAC (Gréfico 4-3) mostraron que el mejor tratamiento
fue en la especie de aliso, inoculado por Trichoderma harzianum cepa 2 con un valor de DAC

promedio de 9,37 £ 2,87, seguido por el tratamiento testigo (agua) con un valor de DAC promedio
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de 9,25 + 2,56 y finalmente Trichoderma longibrahiatum cepa 2 con un valor de DAC promedio
de 9,12 + 3,11.

Para la especie de balsa el mejor tratamiento se llevoé a cabo en las plantas inoculadas con
Trichoderma harzianum cepa 2 con un valor de DAC promedio de 1,81 + 1,72, seguido por el
tratamiento Trichoderma longibrachiatum cepa 1 con un valor de DAC promedio de 1,66 + 0,68

y finalmente el tratamiento testigo (agua) con un valor de DAC promedio de 1,6 + 0,51

Finalmente, el tratamiento que mejor desarrollo tuvo en la especie de sauce blanco fue
Trichoderma longibrachiatum cepa 1 con un valor de DAC promedio de 9, 16 + 2,71, seguido
por Trichoderma harzianum cepa 2 con un valor de DAC promedio de 8,41 + 2,01 y finalmente
el tratamiento testigo (agua) con un valor de DAC promedio de 7,75 + 1,86.

Especie Aliso (Alnus acuminata)

Trichoderma
longibrachiatum

Cepa 2

Trichoderma
longibrachiatum

Cepa 2

Figura 3-3. Tratamientos con mejor resultado de DAC final

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021
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3.1.3 Evaluacion del numero de hojas de las especies forestales
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Gréfico 5-3. Diagrama de caja y bigote de la variable nimero de hojas a los 75 dias (dt) de las

especies forestales sometidas a los tratamientos con Trichoderma spp.
Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

3.1.3.1 Evaluacion del nimero de hojas de las especies forestales sometidas a distintos
tratamientos

Agua T.Harzianum T.Longibrachiatum
-
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-
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Gréfico 6-3. Diagrama de caja y bigote de la variable nimero de hojas a los 75 dias de las distintas

especies tratadas con las cepas 1y 2 de T. harzianum y T. longibrachiatum.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021
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Tabla 7-3: Andlisis de varianza del desarrollo de la variable nimero de hojas final de las 3
especies forestales sometidas a estudios en diferentes tratamientos.
Fuentes de variacion Grado de | Suma de | Cuadrado Valorde F | Pr (>F)
libertad cuadrados medio
Especie forestal 2 0,1126 0,05630 1,494 0,236
Especie hongo 2 0,1582 0,07911 2,099 0,135
Cepa 1 0,0012 0,00124 0,033 0,857
Factor (Bloque) 3 0,1191 0,03969 1,053 0,379
Especie forestal: Especie hongo 4 0,0511 0,01278 0,339 0,850
Especie forestal: Cepa 2 0,0086 0,00428 0,114 0,893
Especie hongo: Cepa 1 0,0365 0,03648 0,968 0,331
Especie  forestal: Especie 2 0,0018 0,00088 0,023 0,977
hongo: Cepa
Residuals 42 1,5826 0,03768

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana,2021

Cadigos de significancias: 0 <***° 0.001 <**> 0.01 “** 0.05¢<°0.1¢ ° 1

Tabla 8-3: Prueba de Tukey al 5% para la evaluacion del nimero de hojas final de las 3 especies

forestales con la inoculacion de Trichoderma spp.

Especie Media aritmética Grupo

Balsa: Agua:3 8,87 a
Sauce: T. longibrachiatum:1 8,75 a
Sauce: T. longibrachiatum:2 8,22 a
Sauce: Agua:3 7,75 a
Balsa: T. longibrachiatum:1 7,28 a
Balsa: T. longibrachiatum:2 7,15 a
Aliso: Agua:3 7 a
Aliso: T. longibrachiatum:1 6,75 a
Aliso: T. longibrachiatum:2 6,6 a
Balsa: T. harzianum:1 6,5 a
Balsa: T. harzianum:2 6,5 a
Sauce: T. harzianum:1 6,5 a
Sauce: T. harzianum:2 6,5 a
Aliso: T. harzianum:1 5,62 a
Aliso: T. harzianum:2 5,40 a

*Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana,2021
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El andlisis grafico (Grafico 6-3) y el analisis de varianza (Tabla 9-3) demostrd que no existio
diferencias significativas en ningln factor e interaccion en la evaluacion del nimero de hojas final
(Tabla 9-3).

La prueba de separacién de medias de Tukey al 5% (Tabla 10-3) mostr6 que los tratamientos no
son significativamente diferentes, pero se observd que tuvo superioridad la balsa con el
tratamiento testigo (agua) con un valor de nimero de hojas promedio de 8,87 y el aliso con la
inoculacion de Trichoderma harzianum cepa 2 fue el que obtuvo menor resultado en la variable

del nimero de hojas final con un valor promedio de 5,40.

A los 75 dias se evalu la variable nimero de hojas final (Gréafico 6-3) por lo que se observo que
el mejor tratamiento fue evidenciado en la especie de balsa, en el tratamiento testigo (agua) con
un valor del nimero de hojas promedio de 8,87 + 5,46, seguido por Trichoderma longibrachiatum
cepa 1 con un valor del nimero de hojas promedio de 7,28 + 3,60 y finalmente Trichoderma
harzianum cepa 1 con un valor del nimero de hojas promedio de 6,5 + 2.

Por otro lado, para la especie de sauce blanco el mejor tratamiento fue el realizado por
Trichoderma longibrachiatum cepa 1 con un valor del nimero de hojas promedio de 8,75 + 2,43,
seguido por el tratamiento testigo (agua) con un valor del nimero de hojas promedio de 7,75 +
2,5 y finalmente Trichoderma harzianum cepa 2 con un valor del nimero de hojas promedio de
6,5+ 2,50.

Finalmente, para el aliso el mejor tratamiento fue el tratamiento testigo (agua) con un valor del
nimero de hojas promedio de 7 £ 2,16, seguido de Trichoderma longibrachiatum cepa 2 con un
valor del nimero de hojas promedio de 6, 75 + 2,25 y finalmente Trichoderma harzianum cepa 1

con un valor del nimero de hojas promedio de 5,62 + 3,58.
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Especie Balsa (Ochroma pyramidale)

| gl L

Trichoderma longibrachiatumYTyichoder

achiatum

I Testigo (agua) ‘
f

Especie Sauce blanco (Salix alba)

Trichoderma longibrachiatum

Trichoderma

longibrachiatum

Cepa 1

Especie Aliso (Alnus acuminata)

Trichoderma
longibrachiatum

Cepa 2

Figura 4-3. Tratamientos con mejor resultado en el nimero de hojas final

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021
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3.1.4 Evaluacion de la longitud de raiz de las especies forestales
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Gréfico 7-3. Diagrama de caja y bigote de la variable longitud de la raiz a los 75 dias de las

especies forestales sometidas a los tratamientos con Trichoderma spp.
Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

3.1.4.1 Evaluacion de la longitud de raiz en las especies forestales sometidas a distintos

tratamientos
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Gréfico 8-3. Diagrama de caja y bigote de la variable longitud de la raiz a los 75 dias de las
especies tratadas con las cepas 1y 2 de T. harzianum y T. longibrachiatum.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021
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Tabla 9-3: Analisis de varianza del desarrollo de la longitud de la raiz final de las 3 especies

forestales sometidas a estudios en diferentes tratamientos.

Fuentes de variacion Grado de | Suma de | Cuadrado Valor de | Pr (>F)
libertad cuadrados medio F
Especie forestal 2 2492,6 1246,3 137,309 <2e-16 Fhx
Especie hongo 2 8,6 4,3 0.475 0,6251
Cepa 1 10,5 10,5 1,162 0,2872
Factor (Bloque) 3 84,2 28,1 3,092 0,0371 **
Especie forestal: Especie 4 13,0 3,2 0,357 0,8374
hongo
Especie forestal: Cepa 2 54,0 27,0 2,976 0,0618
Especie hongo: Cepa 1 0,1 0,1 0,014 0,9052
Especie forestal: Especie 2 10,3 52 0,569 0.5706
hongo: Cepa
Residuals 42 381,2 91

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

Cadigos de significancias: 0 ***’ 0.001 *** 0.01 “*>0.05¢°0.1¢ ° 1

Tabla 10-3: Prueba de Tukey al 5% para la evaluacion de la longitud de la raiz final de las 3
especies forestales con la inoculacion de Trichoderma spp.

Especie Media aritmética Grupo

Aliso: T. longibrachiatum:2 10,5650000 a
Aliso: T. harzianum:1 10,4700000 a
Aliso: T. harzianum:2 10,4375000 a
Aliso: T. longibrachiatum:1 9,1612500 ab
Aliso: Agua:3 8,3950000 ab
Sauce: T. harzianum:1 6,7500000 ab
Sauce: T. longibrachiatum:1 6,6587500 ab
Sauce: T. harzianum:2 6,6187500 ab
Sauce: Agua:3 5,7325000 b
Sauce: T. longibrachiatum:2 5,4912500 b
Balsa: T. harzianum:2 0,2619500 c
Balsa: T. harzianum:1 0,2132125 c
Balsa: Agua:3 0,2111250 c
Balsa: T. longibrachiatum:2 0,1930125 c
Balsa: T. longibrachiatum:1 0,1874125 c

*Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

El anélisis grafico (Grafico 8-3) y el andlisis de varianza (Tabla 12-3) no mostré una diferencia
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estadistica significativa para el factor cepas, sin embargo, para el factor especie forestal y la
interaccidn especie forestal: cepa si se comprob6 una diferencia significativa para la longitud de
la raiz final (Tabla 12-3).

La prueba de separacion de Tukey al 5% mostré que a los 75 dias las plantas que obtuvieron
mayor longitud de raiz fue la especie del aliso con la inoculacion de Trichoderma
longibrachiatum cepa 2 con un promedio de 10,5650000 y el que menor longitud de raiz obtuvo
fue la balsa con el tratamiento Trichoderma longibrachiatum cepa 1 con un promedio de
0,1874125.

Los resultados presentados a los 75 dias en la variable longitud de raiz (Gréfico 8-3) mostraron
que el mejor tratamiento se dio en la especie forestal Aliso en el tratamiento testigo (agua) con un
valor de longitud de raiz promedio de 23,37 + 2,61, seguido de Trichoderma harzianum cepa 1
con un valor de longitud de raiz promedio de 23,06 + 3,76 y finalmente Trichoderma
longibrachiatum cepa 2 con un valor de longitud de raiz promedio de 22,68 + 4,88.

Continuando, el mejor tratamiento para las plantas de sauce blanco fue Trichoderma harzianum
cepa 1 con un valor de longitud de raiz promedio de 19,93 + 5,33, seguido de Trichoderma
longibrachiatum cepa 1 con un valor de longitud de raiz promedio de 19, 87 £ 5,47 y finalmente

el tratamiento testigo (agua) con un valor de longitud de la raiz promedio de 17,87 + 3,90.

Finalmente, el mejor tratamiento para la especie de balsa fue Trichoderma harzianum cepa 1 con
un valor de longitud de raiz promedio de 8,62 + 4,53, seguido Trichoderma longibrachiatum cepa
2 con un valor de longitud de raiz promedio de 7,60 + 3,70 y finalmente el tratamiento testigo

(agua) con un valor de longitud de raiz promedio de 7,37 + 3,33.
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Especie Aliso (Alnus acuminata)

Trichoderra
lorngibrachiaizerr Trichoderma harzianum

Cepa I

epa 2

Figura 5-3. Tratamiento con mejor resultado en la variable longitud de la raiz final.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

3.1.5 Evaluacion del peso fresco de las especies forestales
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Gréfico 9-3. Diagrama de caja y bigote (boxplot) de la variable peso fresco a los 75 dias (dt) de
las especies forestales sometidas a los tratamientos con Trichoderma spp.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021
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3.1.5.1 Evaluacion del peso fresco de las especies forestales sometidas a distintos tratamientos
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Gréfico 10-3. Diagrama de caja y bigote del peso fresco a los 75 dias de las distintas especies

tratadas con las cepas 1y 2 respectivamente de T. harzianumy T. longibrachiatum.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

Tabla 11-3: Analisis de varianza del peso fresco final en las

estudios en diferentes tratamientos.

3 especies forestales sometidas a

Fuente de variacion Grado de | Suma de | Cuadrado Valor de | Pr (>F)
libertad cuadrados medio F
Especie forestal 2 22068 11034 250,171 <2e-16 el
Especie hongo 2 386 193 4,372 0,0188 *
Cepa 1 0 0 0,000 0,9899
Factor (Bloque) 3 189 63 1,426 0,2488
Especie forestal: Especie 4 397 99 2,250 0,0798
hongo
Especie forestal: Cepa 2 108 54 1,230 0,3027
Especie hongo: Cepa 1 28 28 0.645 0,4265
Especie forestal: Especie 2 215 108 2.438 0.0996
hongo: Cepa
Residuals 42 1852 44

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

Cadigos de significancias: 0 ***’ 0.001 “**> 0.01 *>0.05¢°0.1¢ ° 1
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Tabla 12-3: Prueba de Tukey al 5% para la evaluacion del peso fresco final de las 3 especies

forestales con la inoculacién de Trichoderma spp.

Especie Media aritmética Grupos

Aliso: T. harzianum:1 56,937500 a
Aliso: T. harzianum:2 53,382500 ab
Aliso: T. longibrachiatum:2 50,013750 ab
Aliso: Agua:3 40,523750 abc
Aliso: T. longibrachiatum:1 38,883750 bc
Sauce: T. longibrachiatum:1 26,141250 cd
Sauce: T. harzianum:1 25,298750 cd
Sauce: T. harzianum:2 24,363750 cd
Sauce: Agua:3 20,626250 d
Sauce: T. longibrachiatum:2 19,932625 d
Balsa: T. harzianum:1 1,134150 e
Balsa: T. harzianum:2 1,078563 e
Balsa: T. longibrachiatum:1 1,003500 e
Balsa: Agua:3 0,969625 e
Balsa: T. longibrachiatum:2 0,773525 e

*Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

El andlisis grafico (Grafico 10-3) y el andlisis de varianza (Tabla 15-3) no mostré una diferencia
estadistica significativa para el factor cepas, sin embargo, para el factor especie forestal, especie
hongo, la interaccion doble especie forestal: especie hongo y la interaccion triple especie forestal:

especie hongo; cepa, si existié diferencia significativa para el peso fresco final (Tabla 15-3).

La prueba de separacion de Tukey al 5% mostr6 que a los 75 dias las plantas que obtuvieron
mayor peso fresco fue la especie del aliso con el indculo de Trichoderma harzianum cepa 1 con
un promedio de 56,937500 y el que menos peso fresco obtuvo fue la especie forestal balsa con el
indculo de Trichoderma longibrachiatum cepa 2 con un promedio de 0,773525.

Los resultados presentados a los 75 dias en la variable peso fresco (Grafico 10-3) mostraron que
el mejor tratamiento se dio en la especie forestal aliso en Trichoderma harzianum cepa 1 con un
valor de peso fresco promedio de 55,16 * 16,95, seguido de Trichoderma longibrachiatum cepa
2 con un valor de peso fresco promedio de 44,44 + 14,84 y finalmente el tratamiento testigo (agua)

con un valor de peso fresco promedio de 40,52 + 11,86.

Por otro lado, el mejor tratamiento para las plantas de sauce blanco fue Trichoderma harzianum
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cepa 1 con un valor de peso fresco promedio de 24,83 + 5,54, seguido de Trichoderma
longibrachiatum cepa 1 con un valor de peso fresco promedio de 23,03 £+ 11,74 y finalmente el

tratamiento testigo (agua) con un valor de peso fresco promedio de 20,62 + 3,83.

Finalmente, el mejor tratamiento para la especie de balsa fue Trichoderma harzianum cepa 2 con
un valor de peso fresco promedio de 1,10 £ 0,75, seguido el tratamiento testigo (agua) con un
valor de peso fresco promedio de 0,96 + 0,40 y finalmente Trichoderma longibrachiatum cepa 1

con un valor de peso fresco promedio de 0,94 + 0,67.

Especie Aliso (Alnus acuminata)

Trichoderma harzianum Trichoderma harzianum

Cepa 1

Cepa 2

Figura 6-3. Mejor resultado en la variable peso fresco de las especies forestales.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021
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3.1.6  Evaluacion del peso seco radicular de las especies forestales
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Gréfico 11-3. Diagrama de caja y bigote de la variable peso seco radicular a los 75 dias (dt) de
las especies forestales sometidas a los tratamientos con Trichoderma spp.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

3.1.6.1 Evaluacion del peso seco radicular de las especies forestales sometidas a distintos

tratamientos
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Graéfico 12-3. Diagrama de caja y bigote de la variable peso seco radicular a los 75 dias de las

especies tratadas con las cepas 1y 2 de T. harzianum y T. longibrachiatum.

Realizado por: Casigfa Yumbo, Johana, 2021
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Tabla 13-3: Anadlisis de varianza del peso seco radicular final en las 3 especies forestales

sometidas a estudios en diferentes tratamientos.

Fuentes de variacion Grado de | Suma de | Cuadrado Valor de | Pr (>F)
libertad cuadrados medio F
Especie forestal 2 505,7 252,87 98,842 <2e-16 Fhx
Especie hongo 2 18,0 9,01 3,523 0,0385 *
Cepa 1 1,2 1,16 0,454 0,5042
Factor (Bloque) 3 9,0 3,01 1,176 0,3303
Especie forestal: Especie 4 255 6,38 2,493 0,0574
hongo
Especie forestal: Cepa 2 15 0,73 0,287 0,7520
Especie hongo: Cepa 1 15 1,45 0,567 0,4556
Especie forestal: Especie 2 2,0 0,98 0,383 0,6844
hongo: Cepa
Residuals 42 107,5 2,56

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

Cadigos de significancias: 0 ***’ 0.001 *** 0.01 “*>0.05¢°0.1¢ ° 1

Tabla 14-3: Prueba de Tukey al 5% para la evaluacion del peso seco radicular final de las 3

especies forestales con la inoculacion de Trichoderma spp.

Especie Media aritmética Grupos

Aliso: T. harzianum:1 9,3025000 a
Aliso: T. harzianum:2 8,2550000 a
Aliso: T. longibrachiatum:2 6,2312500 ab
Aliso: Agua:3 5,7150000 abc
Aliso: T. longibrachiatum:1 5,4475000 abc
Sauce: T. harzianum:1 2,8987500 bed
Sauce: T. longibrachiatum:1 2,4837500 bed
Sauce: T. harzianum:2 1,9812500 cd
Sauce: Agua:3 1,9025000 cd
Sauce: T. longibrachiatum:2 1,8012500 cd
Balsa: Agua:3 0,0772000 d
Balsa: T. harzianum:1 0,0387750 d
Balsa: T. longibrachiatum:2 0,0307500 d
Balsa: T. harzianum:2 0,0274375 d
Balsa: T. longibrachiatum:1 0,0218875 d

*Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021
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El andlisis grafico (Grafico 12-3) y el andlisis de varianza (Tabla 18-3) no mostré una diferencia
estadistica significativa para el factor cepas, sin embargo, para el factor especie forestal, especie
hongo vy la interaccidn especie forestal: especie hongo, si existié diferencia significativa para el

peso fresco final (Tabla 18-3).

La prueba de separacion de Tukey al 5% (Tabla 19-3) mostré que a los 75 dias las plantas que
obtuvieron mayor peso seco radicular fueron de la especie del aliso inoculadas con Trichoderma
harzianum cepa 1 con un promedio de 9,3025000 y el que menor peso seco radicular obtuvo fue
la balsa inoculada con Trichoderma longibrachiatum cepa 1 con un promedio de 0,0218875.

Los resultados presentados a los 75 dias en la variable peso seco radicular (Gréafico 12-3)
mostraron que el mejor tratamiento se dio en la especie forestal Aliso en Trichoderma harzianum
cepa 1 con un valor de peso seco radicular promedio de 8,77 £ 5,89, seguido Trichoderma
longibrachiatum cepa 2 con un valor de peso seco radicular promedio de 5,83 + 2,30 y finalmente
el tratamiento testigo (agua) con un valor de peso seco radicular promedio de 5,71 + 3,30.

Continuando, el mejor tratamiento para las plantas de sauce blanco fue Trichoderma harzianum
cepa 1 con un valor de peso seco radicular promedio de 2,44 + 1,29, seguido de Trichoderma
longibrachiatum cepa 1 con un valor de peso seco radicular promedio de 2,14 + 1,18 y finalmente

el tratamiento testigo (agua) con un valor de peso seco radicular promedio de 1,90 + 0,50.

Finalmente, el mejor tratamiento para la especie de balsa fue el tratamiento testigo (agua) con un
valor de peso seco radicular promedio de 0,07 £+ 0,09 seguido Trichoderma harzianum cepa 2 con
un valor de peso seco radicular promedio de 0,03 + 0,03 y finalmente Trichoderma

longibrachiatum cepa 2 con un valor de peso seco radicular promedio de 0,02 + 0,01.
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Especie Aliso (Alnus acuminata)

Trichoderma harzianum T hodleroe hois ] Trichoderma harzianum
Cepa 1 z :
F Cez Cepa 1

Figura 7-3. Mejor resultado en la variable peso seco radicular de las especies forestales

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

3.1.7 Evaluacion del peso seco foliar de las especies forestales
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Gréfico 13-3. Diagrama de caja y bigote de la variable peso seco foliar a los 75 dias (dt) de las
especies forestales sometidas a los tratamientos con Trichoderma spp.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021
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3.1.7.1 Evaluacion del peso seco foliar de las especies forestales sometidas a distintos

tratamientos
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Grafico 14-3. Diagrama de caja y bigote de la variable peso seo foliar a los 75 dias de las especies

tratadas con las cepas 1y 2 de T. harzianum y T. longibrachiatum.

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

Tabla 15-3: Analisis de varianza del peso seco foliar final en las 3 especies forestales sometidas

a estudios en diferentes tratamientos.

Fuente de variacion Grado de | Suma de | Cuadrado Valor de | Pr (>F)
libertad cuadrados medio F

Especie forestal 2 940,7 470,3 139.473 <2e-16 falaid

Especie hongo 2 8,3 41 1,229 0,303

Cepa 1 0,0 0,0 0,002 0,968

Factor (Bloque) 3 6,4 2,1 0,638 0,595

Especie forestal: Especie 4 5,9 15 0,437 0,781

hongo

Especie forestal: Cepa 2 3,6 1,8 0,529 0,595

Especie hongo: Cepa 1 0.0 0,0 0,013 0,911

Especie forestal: Especie 2 3,1 1,5 0,459 0,635

hongo: Cepa

Residuals 42 141,6 3,4

Realizado por: Casigfa Yumbo, Johana, 2021

Cadigos de significancias: 0 “***’ 0.001 *** 0.01 “*>0.05¢°0.1¢ °1
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Tabla 16-3: Prueba de Tukey al 5% para la evaluacion del peso seco foliar final de las 3 especies

forestales con la inoculacién de Trichoderma spp.

Especie Promedio Grupo

Aliso: T. longibrachiatum:2 10,5650000 a
Aliso: T. harzianum:1 10,4700000 a
Aliso: T. harzianum:2 10,4375000 a
Aliso: T. longibrachiatum:1 9,1612500 ab
Aliso: Agua:3 8,3950000 ab
Sauce: T. harzianum:1 6,7500000 ab
Sauce: T. longibrachiatum:1 6,6587500 ab
Sauce: T. harzianum:2 6,6187500 ab
Sauce: Agua:3 5,7325000 b
Sauce: T. longibrachiatum:2 5,4912500 b
Balsa: T. harzianum:2 0,2619500 c
Balsa: T. harzianum:1 0,2132125 c
Balsa: Agua:3 0,2111250 c
Balsa: T. longibrachiatum:2 0,1930125 c
Balsa: T. longibrachiatum:1 0,1874125 c

*Los tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes
Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

El andlisis gréfico (Grafico 14-3) y el anlisis de varianza (Tabla 21-3) no mostr6 una diferencia
estadistica significativa para el factor cepas, especie hongo y la interaccion especie forestal:
especie hongo. sin embargo, para el factor especie forestal, si existio diferencia significativa para
el peso seco foliar final (Tabla 21-3).

La prueba de separacion de Tukey al 5% (Tabla 22-3) mostré que a los 75 dias las plantas que
obtuvieron mayor peso seco foliar fueron de la especie del aliso con inoculacién de Trichoderma
longibrachiatum cepa 2 con un promedio de 10,5650000 y el que menor peso seco radicular
obtuvo fue la balsa con inoculacién de Trichoderma longibrachiatum cepa 1 con un promedio de
0,1874125.

Los resultados presentados a los 75 dias en la variable peso seco radicular (Gréfico 14-3)
mostraron que el mejor tratamiento se dio en la especie forestal Aliso en Trichoderma harzianum
cepa 1 con un valor de peso seco foliar promedio de 10,45 = 2,58, seqguido Trichoderma
longibrachiatum cepa 2 con un valor de peso seco foliar promedio de 9,86 + 3,30 y finalmente el

tratamiento testigo (agua) con un valor de peso seco foliar promedio de 8,39 + 2,10.

El mejor tratamiento para las plantas de sauce blanco fue Trichoderma harzianum cepa 1 con un
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valor de peso seco foliar promedio de 6,68 + 1,86, seguido de Trichoderma longibrachiatum cepa
1 con un valor de peso seco foliar promedio de 6,07 + 4,42 y finalmente el tratamiento testigo

(agua) con un valor de peso seco foliar promedio de 5,73 + 0,98.

Finalmente, el mejor tratamiento para la especie de balsa fue Trichoderma harzianum cepa 2 con
un valor de peso seco foliar promedio de 0,23 + 0,12, seguido el tratamiento testigo (agua) con
un valor de peso seco foliar promedio de 0,21 + 0,10 y finalmente Trichoderma longibrachiatum
cepa 2 con un valor de peso seco foliar promedio de 0,20 = 0,11.

Especie Aliso (Alnus acuminata)

Trichoderma
longibrachiatum

Cepa 2

Figura 8-3. Tratamiento con mejor efecto en peso seco foliar de las especies forestales

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

3.2 indice de Dickson

Tabla 17-3: indice de Dickson para la especie forestal Aliso

Tratamiento Especie Hongo Indice de Dickson
T1 Aliso T. harzianum (1) 2,40
2,39
T2 Aliso T. harzianum (2) 2,37
T3 Aliso T. longibrachiatum (1) 1,45 L83
T4 Aliso T. longibrachiatum (2) 2,20
T5 Aliso Agua 1,44

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

El indice de calidad de Dickson demostré que con los tratamientos trabajados con Trichoderma
harzianum cepa 1 (T1) con un valor de 4,40, en relacion al tratamiento testigo (agua) que obtuvo
un valor de 1,44.
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Tabla 18-3: indice de Dickson para la especie forestal Balsa

Indice de Dickson
Tratamiento Especie Hongo

T1 Balsa T. harzianum (1) 0,03

0,03
T2 Balsa T. harzianum (2) 0,02
T3 Balsa T. longibrachiatum (1) 0,02

0,02
T4 Balsa T. longibrachiatum (2) 0,03
T5 Balsa Agua 0,04

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

El indice de calidad de Dickson determiné que los tratamientos trabajados con el testigo (agua)
(T5) obtuvieron un resultado mayor con un valor de 0,04, en comparacion con Trichoderma
longibrachiatum cepa 1y cepa 2 (T3) y (T4) las que mostraron con un valor menor ante todos los

tratamientos con un valor de 0,02.

Tabla 19-3: indice de calidad de Dickson para la especie forestal Sauce blanco

Tratamiento Especie Hongo indice de Dickson
T1 Sauce blanco | T. harzianum (1) 1,14
0,99
T2 Sauce blanco | T. harzianum (2) 0,85
T3 Sauce blanco | T. longibrachiatum (1) 1,08 092
T4 Sauce blanco | T. longibrachiatum (2) 0,77
T5 Sauce blanco Agua 0,87

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

El indice de calidad de Dickson determiné que los tratamientos trabajados con Trichoderma
harzianum cepa 1 (T1) en la especie forestal Sauce blanco obtuvo mejor resultado con un valor

de 1,14, en relacién a Trichoderma longibrachiatum cepa 2 (T4) con un valor de 0,77
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3.3 Discusion

En la presente investigacién Trichoderma spp. promovié el desarrollo vegetativo de tres especies
forestales aliso, balsa y sauce blanco en las variables de estudio. El efecto de Trichoderma
harzianum fue positivo en las tres especies forestales, presentando valores altos en las variables:
altura, longitud de la raiz, peso fresco, peso seco radicular y peso seco foliar. Este resultado
concuerda con literaturas citadas (Cubillos et al., 2009, pp. 1-9) quien menciona que T. harzianum es
un promotor de germinacion y crecimiento temprano en la especie de interés comercial de
maracuyd, el cual obtuvo resultados que sugirieron una accién efectiva de T. harzianum como
promotor de crecimiento vegetal, mostrando que tiene potencial para la elaboracion de un
bioproducto util para el manejo ecoldgico del cultivo de maracuya. El efecto positivo de
Trichoderma spp. ante las variables mencionadas afirma la capacidad que este tiene para
promover el crecimiento vegetal tanto aéreo como radicular, esto debido a la capacidad que tiene
Trichoderma spp. de solubilizar el fosfato, dejandolo libre en el suelo para que la especie vegetal
lo absorba, a méas de ayudar en el aprovechamiento de micronutrientes y de los cationes minerales

gue ayudan al metabolismo vegetal (Ruiz et al., 2018, pp. 1-8).

Las dos especies de Trichoderma spp. dieron resultados positivos, T. harzianum en la mayor
cantidad de variables de estudio, especialmente en la especie forestal de Aliso (Alnus acuminata),
de igual manera Trichoderma longibrachiatum que resulté efectivo en las variables: nimero de
hojas y en el didmetro a la altura del cuello (DAC), concordando con (Feltrer, 2008, pp. 89-157) en el
efecto que T. longibrachiatum realiza al desarrollar 2,4,6 -TCA el cual es un metabolito fangico,
este se sitda en la parte externa del tallo de la planta vegetal, funcionando como fungicida ante

dafinos que afectan directamente al tallo, impidiendo el desarrollo normal de la especie vegetal.

Evidentemente Trichoderma spp. tuvo un excelente resultado en las dos especies de Trichoderma
spp. corroborando una vez mas que este, mejora notablemente el crecimiento y desarrollo
vegetativo especialmente variables fisioldgicas como area foliar, peso seco y fresco y en el
crecimiento de la raiz (Camargo et al., 2013, p. 91). Tal es el caso en donde (Alvarez et al., 2021, pp. 1-8)
indican que Trichoderma spp. funciona no solo como un método de control, corroborando su
accion como estimulador al fortalecer y maximizar nutrientes que se encuentran disponibles en el
suelo, a mas de evidenciarse que Trichoderma spp. produce en el suelo fitohormonas como
auxinas, citoquininas y giberelinas que son aprovechadas por el espécimen vegetal a lo largo de

su crecimiento.
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CONCLUSIONES

e  Segln los resultados obtenidos se concluye que Trichoderma harzianum cepa 1 tuvo mejor
efecto en el aliso (Alnus acuminata), demostrando con el indice de calidad de Dickson que
Trichoderma harzianum cepa 1 con un valor promedio de 2,40 tuvo superioridad en la
especie forestal, desarrollando mejor las variables altura, peso fresco y peso seco radicular a

nivel de vivero en la provincia de Chimborazo.

e Segun los resultados obtenidos Trichoderma longibrachiatum fue el que mejor resultado
obtuvo al aplicar la cepa 2, en la especie forestal aliso (Alnus acuminata) con un valor
promedio segun el indice de calidad de Dickson de 1,81, teniendo asi superioridad en las
variables de didmetro a la altura del cuello (DAC), longitud de la raiz y peso seco foliar,
mientras que para las especies sauce blanco y balsa, Trichoderma longibrachiatum tuvo
mejor resultado en la variable nimero de hojas al aplicar la cepa 1 a nivel de vivero en la

provincia de Chimborazo.
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RECOMENDACIONES

e Potenciar el estudio y el uso de Trichoderma spp en las especies forestales aliso, balsa y
sauce blanco a nivel de campo.

e Usar Trichoderma spp. con fertilizantes naturales u orgénicos para evidenciar la existencia
de un mejor desarrollo vegetativo en especies forestales.

e  Se sugiere utilizar Trichoderma harzianum como promotor de crecimiento vegetal, ya que

demuestra que tiene potencial para la elaboracion de un bioproducto Util.
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GLOSARIO

Antagonista: Tiene cierta oposicion en contra de alguna accion de algo (Espafiola, 2020, p. 1).

Benéfico: Hace referencia al realizar un bien productivo o de provecho a un ser necesitado sin

algun interés alguno (Definiciona. 2009, p. 1).

Bioestimulante: Sustancia de uso vegetal para beneficio en la funcionalidad biolégica tanto de
suelos como de plantas (Martinez, 2001, pp. 20-21).

Fragmentacion: Es un tipo de division asexual, es decir la madre se divide en dos individuos

iguales a la misma (Espafiola, 2016, pp. 4-6).

Infeccidn fungica: También conocido como micética, es un tipo de infeccién causado por hongos
que pueden vivir en el aire, el suelo, las plantas y el agua, e incluso existir en organismos

biolégicos (Valcarcel, 2019, p.38).

Gemacion: Proceso de reproduccion mediante el cual los individuos producen otro individuo a
partir de su propio material. En el caso especifico la gemacion, comienzan a formarse nuevos
individuos en la superficie del progenitor y no requieren estructuras especializadas o areas

especificas que dependan de las células (Contreras, 2020, p. 12).

Hendido: Se encuentra dividido en I6bulos (Navarra, 2016, p.1).

Hiperparasito: Un organismo parasito que vive en un huésped y al mismo tiempo es parasito o

parasita otra especie (Trevifio, 2006, p. 16).

Inhibir: Es el ejercicio de detener, prohibir o reprimir un habito, impulso o la capacidad de un
Ser (Biodic, 2018, p. 7).

Monoico: El nombre de una planta con flores masculinas y femeninas en el mismo individuo
(Infojardin, 2008, p. 12).

Perennifolio: Término botanico que hace referencia a &rboles o arbustos que permanecen toda su

vida verde, 0 no pierden en ningan tiempo su follaje (Trevifio, 2009, p. 22).
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ANEXOS

ANEXO A: LABORES DE CAMPO

Corte de estacas

Eleccion de la planta madre

Siembra de Balsa (Ochroma pyramidale)

Eleccidn de las plantas de Aliso (Alnus

acuminata)




Establecimiento del disefio experimental

en campo

Primera aplicacion de Trichoderma spp.

Segunda aplicacion de Trichoderma spp




Tercera aplicacion de Trichoderma spp

Recoleccion de datos a los 15 de dias de

la primera aplicacion

Recoleccion de datos a los 30 dias de la

primera aplicacion

Recoleccion de datos a los 45 dias de la

primera aplicacion




L P B AN

Recoleccion de datos a los 60 dias de la Recoleccion de datos a los 75 dias de la
primera aplicacion primera aplicacion

Riego de agua realizado pasando un dia desde | Etiquetado y empacado de las especies
la siembra de las especies forestales forestales

e

Conteo de hojas

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021



ANEXO B: FASE DE LABORATORIO

Limpieza del area a trabajar Preparacién del medio de cultivo

Preparacion del medio con penicilina y

Envasado dl medio en las cajas petri
cloranfenicol




Esporas observadas en el microscopio en el

Preparacion del inéculo

hemacitdmetro de Neubauer

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

ANEXO C: FASE 2 DE LABORATORIO



Lavado, secado y etiquetado de las especies
forestales

Obtencidn de masa fresca de las especies
forestales

Obtencidn del peso seco foliar de las especies

forestales

Obtencion del peso seco radicular de las

especies forestales

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021




ANEXO D: PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE LA VARIABLE ALTURA A

LOS 75 DIAS
Especie forestal Especie Hongo Promedio Desviacion
estandar

Aliso Agua 68,9166667 9,25
Aliso T. harzianum 71,25 9,375
Aliso T. longibrachiatum 67,75 9,125
Balsa Agua 4,78 1,6
Balsa T. harzianum 3,65947368 1,47368421
Balsa T. longibrachiatum 4,02777778 1,66666667
Sauce Agua 48 7,75
Sauce T. harzianum 58,375 8,41666667
Sauce T. longibrachiatum 50,7916667 9,16666667

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

ANEXO E: PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE LA VARIABLE DAC A LOS 75

DIAS

Especie forestal Especie hongo Promedio Desviacion estandar

Aliso Agua 9,25 2,56284643
Aliso T. harzianum 9,375 2,87133509
Aliso T. longibrachiatum 9,125 3,11116503
Balsa Agua 1,6 0,51639778
Balsa T. harzianum 1,47368421 0,61177529
Balsa T. longibrachiatum 1,66666667 0,68599434
Sauce Agua 7,75 1,86474468
Sauce T. harzianum 8,41666667 2,01982924
Sauce T. longibrachiatum 9,16666667 2,71335933

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

ANEXO F: PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE LA VARIABLE NUMERO DE

HOJAS

Especie forestal Especie hongo Promedio Desviacion estandar

Aliso Agua 7 2,1602469
Aliso T. harzianum 5,625 3,5831949
Aliso T. longibrachiatum 6,75 2,25198325
Balsa Agua 8,875 5,46253473
Balsa T. harzianum 6,5 2,03306009
Balsa T. longibrachiatum 7,28571429 3,60402705
Sauce Agua 7,75 2,5
Sauce T. harzianum 6,5 2,50713268
Sauce T. longibrachiatum 8,75 2,43486579

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021




ANEXO G: PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE LA VARIABLE LONGITUD DE
LA RAIZ

Especie forestal Especie hongo Promedio Desviacion estandar

Aliso Agua 23,375 2,61520281
Aliso T. harzianum 23,0625 3,76773584
Aliso T. longibrachiatum 22,6875 4,88151274
Balsa Agua 7,375 3,33541602
Balsa T. harzianum 8,625 4,53321078
Balsa T. longibrachiatum 7,60714286 3,70643189
Sauce Agua 17,875 3,90741054
Sauce T. harzianum 19,9375 5,33502577
Sauce T. longibrachiatum 19,875 5,47570391

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

ANEXO H: PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE LA VARIABLE PESO FRESCO

Especie forestal Especie hongo Promedio Desviacion estandar

Aliso Agua 40,52375 11,8668999
Aliso T. harzianum 55,16 16,951479
Aliso T. longibrachiatum 44,44875 14,8480449
Balsa Agua 0,969625 0,40394007
Balsa T. harzianum 1,10635625 0,75541291
Balsa T. longibrachiatum 0,9467 0,67164775
Sauce Agua 20,62625 3,8327608
Sauce T. harzianum 24,83125 5,54495792
Sauce T. longibrachiatum 23,0369375 11,7448263

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

ANEXO I: PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE LA VARIABLE PESO SECO
RADICULAR

Especie forestal Especie hongo Promedio Desviacion estandar

Aliso Agua 5,715 3,30906115
Aliso T. harzianum 8,77875 5,39810569
Aliso T. longibrachiatum 5,839375 2,30034046
Balsa Agua 0,0772 0,09653933
Balsa T. harzianum 0,03310625 0,03000905
Balsa T. longibrachiatum 0,02787857 0,01952234
Sauce Agua 1,9025 0,50218807
Sauce T. harzianum 2,44 1,29485649
Sauce T. longibrachiatum 2,1425 1,18730788

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021



ANEXO J: PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR DE LA VARIABLE PESO SECO
FOLIAR

Especie forestal Especie hongo Promedio Desviacion estandar

Aliso Agua 8,395 2,10424741
Aliso T. harzianum 10,45375 2,581343
Aliso T. longibrachiatum 9,863125 3,30869303
Balsa Agua 0,211125 0,10521534
Balsa T. harzianum 0,23758125 0,12249641
Balsa T. longibrachiatum 0,20212143 0,11168394
Sauce Agua 5,7325 0,98044815
Sauce T. harzianum 6,684375 1,86815049
Sauce T. longibrachiatum 6,075 4,42029562

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021

ANEXO K: TRATAMIENTOS UTILIZADOS EN LAS 3 ESPECIES FORESTALES

Balsa (Ochroma pyramidale)

T ; Trichoderma longibrachiatum@Tyichoderma longibrachiatum
Trichoderma harzianum Trichoderma harzianum © g

I Testigo (agua)
cepa 1 cepa 2 cepa

cepa 2

Sauce blanco (Salix alba)

pr ™ - oderma
Trichoderma harzianum B 7Trichoderma harzianum

Testigo

ichiatum or achiatum

Cepa 1 Cepa 2 “eps ‘( “epa 2 (agua)

Aliso (Alnus acuminata)




Trichoderma Trichoderma Trichoderma Trichoderma
harzianum harziarnum longibrachiatum longibrachiatum

>

Cepa 1 Cepa 2 Cepa 1 Cepa 2

1estigo
(agua)

Realizado por: Casigfia Yumbo, Johana, 2021
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