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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivos caracterizar la morfologia de hongos
del género Trichoderma, su identificacion molecular, y el efecto sobre la
germinacién y crecimiento de semillas de algarrobo (Neltuma pallida). Se
seleccionaron arboles juveniles con buena performance morfolégica y sanitaria, de
los cuales se extrajo muestras de suelo rizosférico. Se aislaron 70 colonias
fungicas en medio papa dextrosa Agar (PDA) y se determinaron, mediante claves
taxondémicas, que 15 cepas presentaron las caracteristicas morfolégicas macro y
microscopicas para el género Trichoderma. Los aislados fueron inoculados en
semillas de algarrobo procedentes de la escarificacién bioldgica de Capra hircus a
una concentracion de 1 x 108 conidios/ ml. Se ensayaron 16 tratamientos,
incluyendo el control, distribuidos en un disefio experimental completamente
aleatorio (DCA), evaluandose parametros de germinacion y crecimiento. Se
identificd molecularmente las cepas de Trichoderma que mostraron mayor potencial
en la estimulacion biologica. Las especies T. harzianunm - IN4E, T. asperellum -
IN4A, T. viride - PH35 mostraron el mayor efecto estimulador de los parametros de
germinacién y crecimiento de plantulas. Estos resultados nos sugieren que T.
asperellum — IN4A puede ser utilizado en el mejoramiento de eficacia de los

parametros de germinacion y crecimiento de plantulas de N. pallida.

Palabras clave: Algarrobo, Trichoderma, Rizosfera, Germinacién, PCR,

Secuenciacion.
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ABSTRACT

The objectives of this study were to characterize the morphology of Trichoderma
fungi, their molecular identification, and their effect on the germination and growth
of carob (Neltuma pallida) seeds. Juvenile trees with good morphological and
sanitary performance were selected from which rhizospheric soil samples were
extracted. Seventy fungal colonies were isolated on potato dextrose agar (PDA)
medium, and 15 strains exhibited the macro and microscopic morphological
characteristics of the Trichoderma genus using taxonomic keys. The isolates were
inoculated into carob seeds obtained by biological scarification with Capra hircus at
a concentration of 1 x 108 conidia/ml. Sixteen treatments, including the control, were
tested in a completely randomized experimental design (CRD), and germination and
growth parameters were evaluated. The Trichoderma strains that showed the
greatest potential for biological stimulation were molecularly identified. The species
T. harzianunm - IN4E, T. asperellum - IN4A, and T. viride - PH35 showed the
greatest stimulatory effect on germination and seedling growth parameters. These
results suggest that T. asperellum — IN4A can be used to improve the efficacy of

germination and seedling growth parameters of N. pallida.

Keywords: carob, Trichoderma, rhizosphere, germination, PCR, sequencing.
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. INTRODUCCION

Los bosques secos tropicales a nivel mundial son ecosistemas que se encuentran
degradados por actividades antropicas, agricolas y/o comerciales; esta
fragmentacion de habitats genera vulnerabilidad en la diversidad bioldgica,
disminuyendo sus poblaciones y capacidad de sobrevivencia (Gonzalez et al.,
2019; FAO, 2020).

En América Latina la diversidad vegetal es la mas amenazada, generando impactos
negativos en su estructura y dinamica vegetal, poniendo en peligro de extincién la
diversidad endémica, afectando en gran escala el ecosistema e incidiendo en el

calentamiento global (Acosta et al., 2019).

La degradacion de los bosques secos en el Peru se debe a diversas causas entre
las que figuran, la tala ilegal (que disminuye la cobertura vegetal), el pastoreo
excesivo y, sobre todo, la ausencia de politicas en el campo forestal y de vida
silvestre en bosques tropicales aridos, han generado vacios que no conducen a la
sostenibilidad de estos ambientes (Aguilera, 2014; Otivo, 2015). Aunado a las
variaciones climaticas, cambios de uso del suelo y la aparicion de insectos plagas
han ocasionado una tasa de mortalidad mayor en los ultimos afos, disminuyendo
severamente el numero de individuos de Neltuma pallida, (Cruz et al., 2011),
afectando su estabilidad de sobrevivencia y generando pérdidas econdmicas en las

poblaciones locales que dependen de este recurso (Kometter y Reynel, 2022).

El suelo es uno de los factores mas importantes en las variaciones de la comunidad
de microorganismos, debido a la diversidad en su composicion fisica, quimica y
microclimatica que conlleva la presencia de una amplia variedad de nichos (Cofré,
2014). Entre los microorganismos presentes en el suelo, destacan distintas
especies de hongos del género Trichoderma, que han demostrado eficacia en el
tratamiento bioldégico de semillas y plantones, promoviendo su germinacion y

crecimiento; ademas del control de patoégenos; brindando una  alternativa
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prometedora y ecolégica al uso de productos quimicos (Menten et al., 2010).
Diversos estudios establecen una relacién simbiética necesaria entre estos hongos
y cerca del 80 % de las familias de plantas terrestres (Ferrario, 2019), colonizando
la raiz, generando estructuras de reserva (vesiculas) y estructuras de intercambio

de nutrientes para el crecimiento de las plantas (Druille et al., 2017).

Sin embargo, es posible también su aplicacion en los ecosistemas forestales,
especialmente en viveros, aumentando la velocidad de germinacién de las semillas,
biomasa fresca y seca de la parte aérea y de las raices de las plantas (Lustosa et
al., 2020), optimizando la produccién de plantones y, en consecuencia, reducir la

presién sobre los bosques naturales (Tabares, 2015).

Por lo consiguiente, esta investigaciéon determiné la diversidad Trichoderma spp.
presentes en la rizésfera de N. pallida en tres zonas distintas de la region de
Tumbes, y se comprobé su efecto en la promocién de sus semillas germinadas
(GER). Por lo que, se emple6 el método de identificacion morfolégica e
identificacion molecular para hongos, estos métodos son muy utilizados en
caracterizacion, avalados por distintos autores, como Sanabria et al., (2023) y
Kadu, (2019) quienes afirman que la utilidad del método es muy variada,

permitiendo la identidad de especies del género Trichoderma cercanas al 100 %.

Asimismo, se espera que esta investigacion sea util en la toma de decisiones por
parte de las autoridades gubernamentales y locales, para establecer medidas que
permitan mejorar la gestion forestal del bosque seco y los servicios ecosistémicos
que brindan las especies de algarrobo en el marco de la sostenibilidad de estos

ecosistemas; ademas, de generar un punto de partida para futuras investigaciones.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y distribucion del algarrobo (Neltuma pallida)

Cairati (2013), sefiala que el algarrobo es originario de la costa norte del
Peru desde tiempos prehispanicos. Posteriormente se introdujo en Puerto
rico y en la isla Molokai (Hawai), luego se estableci6 como cultivo en el

nordeste de Brasil, India y Australia (Galera, 2000) (Figura 1).

N. pallida se distribuye en América del Sur abarcando los paises de Peru,
Colombia y Ecuador, desde el nivel del mar hasta los 1500 metros; con una
precipitacion de 150 a 1600 mm. Es la especie mas dominante en la costa
peruana; por lo mismo la mas explorada a nivel cientifico; en 13
departamentos de Peru, principalmente los de zona costera (Dostert et al.,
2012). k

El Organismo de Supervision de los Recursos Forestales y de Fauna
Silvestre (OSINFOR, 2018) indicd que las poblaciones de N. pallida en el
Peru se distribuyen principalmente en la costa norte, en los departamentos
de Lambayeque, Piura y Tumbes. Su ecosistema incluye bosques secos
tropicales, con una superficie aproximada de 1,8 millones de hectareas. Por
otro lado, también se han identificado algunas poblaciones de N. pallida en
el sur y en los Andes, en regiones como Cusco, Huamanga, Ayacucho y
Calca. Asimismo, se logro registrar su presencia en los alrededores de la

ciudad de Bagua, en el departamento de Amazonas (Carrillo et al., 2020).
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2.2, Distribucion del material genético de algarrobo (N. pallida) en el
mundo.
Estudios recientes sobre la taxonomia del algarrobo Prosopis pallida en la
region costera peruano-ecuatoriana han sido objeto de diversas revisiones,
siendo las mas relevantes las realizadas por (Burkart 1976; Ferreyra 1987,
Diaz-Celis 1995 y Pasiecznik et al. 2001). Estos autores coinciden en que
Prosopis juliflora (Sw.) DC. y Prosopis pallida (Humb. et Bonpl. ex Willd.)
Kunth son las especies mas comunes en dicha zona. Sin embargo, muchos
de los problemas surgieron al distribuir el material genético del
germoplasma sin el debido conocimiento de la especie proveniente, en el
nordeste de Brasil, en Sudafrica, Chad y entre otros lugares. Por lo que, el
material empleado para los planes de reforestacion no fue P. juliflora si no
otras (FAO, 2014). Posteriormente, en un estudio realizado con técnicas
moleculares (AFLPs) y caracteristicas morfolégicas se mostré distancias
sustanciales entre las especies de Prosopis spp. de la regién Peruano —
Ecuatoriana (P. pallida, P. limensis, P. juliflora), demostrando que P. juliflora
no habita en las regiones mencionadas, siendo el material indigena
peruano distribuido y promovido en las diversas partes del mundo; dado
que el material promovido en décadas anteriores habria sido P. pallida y/o

P. limensis y no P. juliflora.

2.3. El género Neltuma y la especie Neltuma pallida

El género Neltuma (Subfamilia: Caesalpinioideae), al cual pertenece el
algarrobo (Neltuma pallida), esta compuesto por 43 especies de morfologia
arbustiva y arborea, nativas de América (Barros, 2010; Burkart, 1976;
Hughes et al., 2022). Este género fue nuevamente reconocido y utilizado
en el trabajo de Hughes et al. (2022).

En este trabajo se tomd en cuenta la informacion morfolégica y genética de
las diferentes especies que se agrupaban en el género Prosopis. De este
modo, se logré separar todo el extenso conjunto de especies
pertenecientes a este género en unos unicos; siendo que Prosopis pallida
paso a denominarse Neltuma Pallida. La nueva denominacion y los

nombres de las otras especies que experimentaron este cambio de género

23



ya se han aceptado por la comunidad cientifica. Por otro lado, es importante

sefalar que los cambios solo se llevaron a nivel de géneros, pero no a nivel

de especie. Por lo tanto, se considera que la informacion impartida y los

trabajos anteriores realizados en P. pallida permanecen en vigor para N.

pallida.

2.4,

Figura 1.
Distribucion de especies N. pallida en zona costera de Peru y Ecuador.
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Nota: Tomado de Burghardt et al., 2010.

Clasificacion Taxonomia

Carrillo et al. (2020) establecen que el algarrobo esta clasificado en las

siguientes categorias taxonémicas:

Clase: Dicotiledonea

Orden: Fabales
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2.5.

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Mimosoideae

Tribu: Mimoseae

Género: Prosopis

Especie: pallida

Nombre comun: Algarrobo

Nombre binomial: Prosopis pallida (Humb & Bonpl. Ex Willd) Kunth.
Neltuma pallida (Hughes et al., 2022).

Descripcion Botanica

Carrillo et al. (2020), mediante el manual técnico para la conservacion y
propagacion de algarrobo, estipula las siguientes caracteristicas botanicas

para el N. pallida:

El “algarrobo” N. pallida presenta arboles o arbustos xerofilos, con alturas
que varian entre 3 y 20 metros. Su copa puede alcanzar mas de 15 metros
de diametro, esta conformada por ramas de crecimiento irregular y con

follaje caducifolio.

Corteza: Su corteza externa presenta un color pardo-grisacea a negruzca,
con fisuras, textura lefiosa y espinas ocasionales. En la parte interna de su
corteza presenta una coloracién banco a rojizo, con textura fibrosa y olor

caracteristico a barniz.

Hojas: Compuestas y generalmente bipinnadas, con peciolo corto y foliolos

de forma eliptica, con margen entero y nervadura central marcada.

Flores: Agrupadas en espigas axilares alargadas. De tamanos pequenos,

pentameras, actinomorfas, hermafroditas y de color amarillo palido.

Frutos: Vainas carnosas de pulpa dulce, con medidas de 10 a 30 cm de
largo, 1 a 1,5 cm de ancho y 5 a 9 mm de espesor. Contiene de 20 a 30

semillas ovoides, aplanadas, de color gris a pardo.
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Raiz: Generalmente presenta una raiz pivotante que pueden llegar a
alcanzar 60 m permitiéndole acceder a aguas subterraneas. Presenta
raices laterales que pueden llegar a alcanzar a medir horizontalmente 60 m
con profundidades entre 15 y 25 cm, eficaces para captar humedad

superficial (Figura 2)

Hand pan '\

£ N
Stage | Stage 2 Stage 3 Stage 4
Ht‘lxht
(cm)
40
30—
20 :
ﬁ P
> / Y
| ] ] F
I~ Sy / 1 1 |
a ' | | 1 |
X ) | |
| I H I ! I
Time (days) 7-10 11-135 23-30 85-90
Leat no. cotyledon Ist leaf Ind leaf rd leaf 6ch leaf 15ch leat
Figura 2.

Caracterizacion morfoldgica del algarrobo: A) Hojas bipinnadas; B) Frutos;
C) Semillas; D) Flores; E) Raiz; F) Germinacion.
Nota: Tomado de Pasiecznik, 2001.
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2.6. Caracteristicas edafoclimaticas
2.6.1. Suelo

P. pallida esta adaptado a una alta diversidad de suelos y habitats. Se
encuentra tanto en dunas de arena como en suelos arcillosos,
pedregosos, salinos y alcalinos, aunque prefiere también suelos bien
drenados (Dostert et al., 2012).

2.6.2. Clima

Se desarrollan en climas con temperaturas maximas hasta 45 °C en
época de verano e inferiores a 5°C pudiendo originar la muerte del arbol,
asi mismo, las precipitaciones medias anuales para su desarrollo
alcanzan los 250 a 500 mm (Dedios, 2017).

2.7. Microbiota asociada a la rizosfera del algarrobo

Se ha reportado una gran diversidad microbiana benéfica en el género
Neltuma, anteriormente denominado Prosopis (Garcia, 2021; Flores et al.,
2023; Reinoza y Valladolid, 2020).

El trabajo de investigacion mas reciente sobre la microbiota asociada al
algarrobo se llevo a cabo en la Universidad Nacional de Tumbes. Este
estudio, realizado por Garcia (2021) aislé 50 bacterias fijadoras de
nitrdgeno en simbiosis y asociacion con la rizésfera de Prosopis spp.
“algarrobo” crecidas en medio de cultivo Trypticase Soy Agar (TSA), 41 de
ellas tuvieron actividad fijadora de Nitrogeno cultivado en medio especifico
(Ashby's Mannitol Agar-ASHBY); sin embargo, solo se identificaron
molecularmente, mediante analisis de homologia de la secuencia parcial
del gen del ADNr 16S 10 bacterias que mostraron mayor potencial en la
fijacion de Nitrogeno. Dentro de estas bacterias destacan los géneros:
Bacillus, Pantoea, Lyxinibacillus, Olivibatery Erwinia, 5 bacterias de estas

3 ultimas mostraron actividad solubilizadoras de fosfato.
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Existen muy pocos estudios referentes al microbioma asociado al
algarrobo (Neltuma pallida). Flores et al., (2023), realizaron un trabajo
donde obtuvieron aislados del suelo y raices de Prosopis limensis
Bentham en el departamento de Lambayeque, Peru. Las muestras fueron
extraidas de diversos puntos muestreados con énfasis en el de suelos
salinos. Donde se obtuvieron bacterias tolerantes a la salinidad, estas
bacterias se examinaron mediante el analisis de solubilizacion de fosforo,
acido indolacético, actividad desaminasa en un rango de 2 a 10 % y por
ultimo la caracterizacion molecular por medio de la secuencia parcial del
gen de ADN 16S rDNA. Se encontraron un total de 78 aislamientos, de los
cuales solamente tres aislados mostraron una alta tolerancia a la sal en
un rango 10 % en produccién in vitro de ACC, solubilizacion de fosfato y
produccion de IAA. Las cepas que resaltaron fueron Pseudomonas spp.
03 (MW604823), Pseudomonas spp. 13 (MW604824) y Bordetella spp. 31
(MW604826). Ademas de que estos microorganismos promovieron la
germinacion inicial en plantas de rabano para los tratamientos T2, T3y T4
en un porcentaje de 129, 124, y 118 % respectivamente, después de
haberse inoculado con los tres aislamientos puros, el potencial uso de
estas cepas en plantas cultivadas expuestas a salinidad favorecera su

crecimiento y desarrollo al actuar simbidticamente.

Otro trabajo interesante es un estudio realizado por Reinoza y Valladolid
(2020) sobre especies de Pseudomonas aisladas de la rizésfera de
Prosopis Limensis Bentham y su potencial como promotores del
crecimiento vegetal bajo estrés salino. Se aislaron bacterias
Pseudomonas para evaluar su potencial para promover el crecimiento de
las plantas bajo estrés salino. Expresion y tolerancia de la desaminasa del
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) a NaCl en caldo nutritivo
suplementado con 5.0; Se determinaron NaCl al 7,5 y al 10 % en medio
minimo de Dworkin y Foster (DF) con ACC 3,0 mM como fuente de
nitrégeno. Se inoculd Raphanus sativus L. con bacterias que expresaban

ACC desaminasa y resistentes a NaCl al 10%.
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2.8. Generalidades del género Trichoderma

El género Trichoderma fue postulado por primera vez en 1794 por
Persoon. Posteriormente, Rifai (1969) definié nueve especies de acuerdo
con sus caracteristicas fisiologicas y morfologicas. Con el paso del tiempo,
la clasificacidn de Trichoderma aumenté y alcanzé mas de 200 especies
de acuerdo con su origen, formacién y desarrollo evolutivo (Cortés-
Hernandez et al., 2023). Las colonias son de coloracion verde oscuro a
claro y a veces amarillento dependiendo la especie (Figura 3), y suelen
tener un aroma a coco, son de facil aislamiento ya que se encuentran muy
cerca de la rizosfera, en materia organica en descomposiciéon y en las
cortezas de los arboles (Swain et al., 2018; Allende et al., 2022). Presenta
tres tipos de propagulos (hifas, fidlides, clamidosporas y conidios) (Figura
4), que muestran actividad antagdnica a patégenos en diferentes fases,
desde la germinacion de esporas hasta la esporulacion (Howell, 2003;
Garcia et al., 2017). Dichas estructuras son bastante resistentes, ya que
sobreviven en condiciones climaticas extremas como es la radiacion
ultravioleta y zonas demasiado frias (congeladas) y desérticas (Cai et al.,
2020). Asi también, su temperatura 6ptima de crecimiento esta en un
rango de 20 y 28 °C, el contenido de humedad es de 92 % para su
desarrollo, mientras que para esporulacién es de 93 a 95 %, se puede
propagar en sustratos a base de maiz, sorgo, arroz y paja de trigo
(Romero, 2009; Pineda et al., 2017).

-
h 4

Caracteristicas macroscopicas de Trichoderma spp. A 7 dias de

Figura 3.

crecimiento.
Nota: Tomado de Allende et al., 2022.
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Figura 4.

Caracteristicas microscopicas de cepas nativas de Trichoderma a 100X A)
Conidios y Clamidosporas; B) Hifas; C) Fialides.

Nota: Tomado de Garcia et al., 2017.

2.9. Mecanismo de Accién de Trichoderma spp

Sanchez et al. (2023) indican que existe una complejidad de interacciones
entre los microorganismos y las plantas, que estan delicadamente
sincronizados y estimuladas por mensajes quimicos intercambiados
consecutivamente (Figura 5). Shenouda y Cox, (2021) y Vicente et al., (2022)
indican que los microorganismos secretan como parte de su metabolismo
compuestos conocidos como efectores (proteinas y metabolitos) que al estar
en contacto con las plantas influyen en su fisiologia, crecimiento inicial y
activan los receptores de inmunidad, en particular nucleétidos y proteinas,
permitiendo a las plantas luchar contra los organismos invasores. Estos
mismos autores reportan la existencia de mas de 800 compuestos producidos
por el género Trichoderma, cuya biosintesis depende del tipo de cepa y

expresion genética.
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Figura 5.

Interaccion microscépica de Trichoderma spp. con una planta: A) Interaccién de
T.spp. en rizoplano; B) Compuestos producidos en la raiz; C) Interaccion con
organismos fitopatdgenos y nematodos.

Nota: Tomado de Sanchez et al. (2023).

2.10. Importancia y usos de N. pallida

Rodriguez et al. (2005) indicaron que su importancia del algarrobo radica en
las economias rurales del bosque seco, debido a los diferentes usos que se
ha venido dando desde tiempos de antafo, actualmente en la industria y
derivados, medicina, construccién, alimento y artesanias. Ademas, un
principal uso del fruto es en la alimentacion del ganado caprino de zonas de

pastoreo aridas (Marmillon, 1986).

2.11. Germinacion

La germinacion es el primer paso en el crecimiento y desarrollo del embridn,
qgue se inicia tras la imbibicion. Es impulsado por la capacidad intrinseca del
embridn vegetal, que se encuentra dentro de la semilla, para reiniciar su

31



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352938524002271#bib20

metabolismo y actividad de manera secuencial. Primero, la semilla crea una

raiz (radicula) para llegar al agua del suelo (Choudhury y Karmakar, 2020).

2.12. Vigor de la semilla

El vigor de la semilla es un parametro de calidad importante que se emplea
para determinar el nivel de la actividad y el rendimiento de la semilla durante
la germinacién y la emergencia. Proporcionando fiabilidad para una siembra

segura en campo definitivo (Marcos-Filho, 2015).

2.13. Antecedentes

Aban et al. (2017) detectaron hongos simbidticos en las raices de Drynaria
quercifolia L. y fueron identificados a nivel molecular. ElI propésito fue
investigar la generacién de auxinas (AlA) en caldo Sabouraud dextrosa con
triptéfano, la solubilizacion de fosfatos en agar Pikovskaya con fosfato
tricalcico y la actividad desaminasa de ACC en agar levadura con 3,0 mM de
ACC como fuente de nitrégeno. Se consiguieron cinco aislados de hongos,
reconociendose como T. yunnanense, T. simmonsii, Meyerozyma
guilliermondii, y dos cultivos de un Mucoromycotina desconocido. Todos los
hongos generaron AlA; M. guilliermondii, T. simmonsii y un Mucoromycotina
no reconocido solubilizaron fosfato tricalcico, mientras que los cinco hongos
mostraron una actividad desaminasa de ACC, lo que demuestra la capacidad

de los hongos como biofertilizantes.

Santana et al. (2016) indicaron en una investigacion llevada a cabo acerca
del efecto de los inoculados de Trichoderma harzianum cepa-34 en semillas
de tomate, el porcentaje de germinacion alcanzo el 67,2 % en comparacion
a los tratamientos aplicados. Estos resultados demostraron que las semillas
tratadas con T. hazianum pueden lograr una mayor velocidad y porcentaje
de germinacién. A si mismo, Gonzales et al., (2006) reportaron incrementos
significativos respecto al control en la germinacién de semillas tomate

silvestre (S. torvum Sw.).

Castro y Rivillas (2005) lograron incrementar hasta un 90 % la germinacion

de semillas de café tratadas con T. harzianum en comparacion con 70 % en
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el tratamiento control. Cubillos et al., (2009) evaluaron el efecto de T.
harzianum durante 15 dias después de inoculada en semillas de Maracuya,
encontrando incrementos en la germinacion a partir de cuatro dias después
de la inoculacién. Resultados que pueden estar relacionados con los
reportes sobre la produccion de factores de crecimiento (auxinas, giberelinas
y citoquininas) por T. harzianum, los cuales son liberados al medio y
estimulan la germinacion y el desarrollo de las plantas (Altomare et al., 1999;
Valencia et al., 2005).

Thichoderma spp. puede influir beneficiosamente en la germinacion de
semillas, el desarrollo de raices, el desarrollo de cultivos y el rendimiento de
granos (Woo y Pepe, 2018; Chagas et al., 2021; Chagas et al.,2022), debido
principalmente a su capacidad de solubilizacién de fésforo y sintesis de la
hormona acido indol acético (Chagas et al., 2017; Braga, 2019; Bononi et al.,
2020). Los bioestimulantes basados en microorganismos son capaces de

establecerse, colonizar y reproducirse en el suelo (Moreira, 2024).

Chagas et al. (2022) sefialaron que las semillas de soja tratadas con
Trichoderma asperellum promovio la germinacion y la emergencia de las
semillas, dado a que existe una relacién asociada entre el hongo y planta
germinada, donde ambas se benefician y cumplen su siclo de vida, el hongo
por su parte ocupa el nicho de nutrientes y la planta influye en el crecimiento

o desarrollo, o incluso satisface sus necesidades nutricionales.

Ademas, Trichoderma spp. son capaces de producir zeaxantina y giberelina,
es decir, compuestos que aceleran la germinacién de las semillas. Por lo
que, muchos Trichoderma spp. cepas producen acido gluconico, citrico y
cumarico, lo que provoca la liberacién de iones de fésforo y microelementos,
que posteriormente quedan disponibles para las plantas (Yedidia et al.,
2004).

Marium et al. (2024) llevaron a cabo una investigacién sobre la micoflora
presente en la rizosfera de leguminosas de especies arbéreas (A. pavonina,

L. leucocephala y P. Juliflora), en la cual se identificaron 26 aislados que

33



pertenecen a 19 géneros de 26 especies distintas de hongos en N. pallida.
Entre los hongos mas destacados se encontraron Trichoderma viridi y T.
Americana. También se identificaron varios géneros significativos, como

Alternaria, Aspergillus, Fusarium y Phoma.

Reyes et al. (2022) realizaron una investigacion sobre el efecto de
pretramientos con Trichoderma, Bacillus y un Testigo en la germinacion de
semillas de Agave victoriae-reginae, los PG totales de los tres tratamientos
fueron mayores, con valores en Thichoderma spp de 85 %, Bacillus spp 86,7
% y 74 % para el Testigo al término de los 26 dias. Este estudio ademas
sefalo que la germinacién de las semillas de A. victoriae comenzo en el 5
dia después de la siembra, con 29,6 %, 19,6 % y 12,6 % para las semillas
tratadas respectivamente; el incremento exponencial de la germinacion
ocurrié entre los dias 8° y 12°, esto por lo general puede haberse debido a
que todas las semillas fueron viables; dado a que su almacenaje fue menor
a un ano después de su colecta, logrando su aceptabilidad. Ademas, de las
condiciones ambientales que fueron favorables durante el desarrollo del

experimento, las semillas presentaron niveles muy bajos de latencia.

La respuesta de vegetales silvestres a los microorganismos incorporados
con especial énfasis en Thichoderma spp. pueden mejorar la produccién a
gran escala a nivel de vivero, empleando entre si una asociacidon combinada.
Estos resultados son contractados con los registros por Delgado et al.,
(2010) con la especie Opuntia streptacantha Lem, planta de zonas aridas,
en la que los hongos del género Thichoderma obtuvieron la capacidad de
disolver la testa de la semilla, sin afectar el endocarpio, lo cual facilita la
emergencia del embrion. Ademas, los hongos liberaron exudados radicales,
entre los cuales estan los azucares, mucilago, acidos organicos, Yy
aminoacidos, que pueden aportar nutrientes para los embriones, e incluso
promover el posterior crecimiento de las plantulas (Ahmad et al., 2008;
Gomez et al., 2013).

Ademas, algunos de los biocompuestos producidos por estos inoculantes

con Thichoderma spp, estimulan el sistema inmune de la plantula, inhiben el
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desarrollo de fitopatdgenos, lo que representa una ventaja para las nuevas
plantulas (Guillén et al., 2006).

En plantaciones forestales con especies de coniferas, la incorporacién de
microorganismos como micorrizas también ha mostrado aumentos en la
supervivencia de las plantulas (Gomez et al., 2013). Esto demuestra el gran
papel que tienen los microorganismos durante las primeras etapas del ciclo
de vida de las especies vegetales, a través de interacciones bidticas como
el mutualismo (Sieber, 2007). Por ello, es de vital importancia introducir este
tipo de microorganismos Thichoderma spp, en la produccion de especies

forestales en vivero (Ortega et al., 2004).

Por otro lado, las semillas que logran germinar mayormente son las que
cumplen caracteristicas morfolégicas deseables, referentemente a tamano,
peso, estructura, colory libres de ataques por patégenos en el medio natural,
estas semillas a su vez son vigorosas genotipicamente (Sanchez et al.,
2011). Otros factores que pueden atribuirse es la humedad del suelo, lo que
favorece las condiciones ideales para detonar la germinacién (Probert,
2000).

Santos et al. (2020) evaluaron efectos de aislados de Thichoderma spp. en
la germinacion de semillas de Handroanthus serratifolius (guayacan), las
semillas se suspendieron junto con las cepas fungicas purificadas,
obteniéndose a Trichoderma asperellum — TAMO3 con mayor porcentaje de
germinacion del 76,5%, este resultado demostré que T. asperellum — TAMO3
afécto positivamente la germinacién en comparacion con otros tratamientos
y el control; Sin embargo, las semillas tratadas con Trichoderma spp — Tc
tuvieron el GSI mas bajo, este resultado difiere del reportado por (Santos et
al., 2018) quien no encontraron diferencias significativas entre los grupos de
control y experimentales. Ademas, Pereira et al., (2019), quienes evaluaron
cuatro cepas distintas de Trichoderma spp. no presentaron disminucién en
la tasa de germinacion, al tratarse de plantas de lechuga, dado a que todos

los hongos probados fueron beneficiosos.
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Salto et al. (2019) investigaron acerca del efecto de la fertilizacién e
inoculacion con cepas nativas de rizobios sobre el crecimiento de plantulas
de Prosopis alba en condiciones de vivero, en este trabajo evaluaron en
condiciones de vivero, el efecto combinado de la inoculacién con
rizobacterias especificas y niveles de nitrato (NO3 -) sobre el crecimiento y
nodulacién de plantulas de P. alba. Las semillas fueron inoculadas dos dias
después de la siembra con una mezcla que contenia tres aislados
especificos de rizobacterias y se fertilizaron con tres NO3 — concentraciones
(0, 2,8 y 21,6 mM). La inoculaciéon combinada con NO3,2,8 mM - aumento
el numero de hojas y favorecié el diametro del cuello, sin un efecto
significativo sobre la altura total. La fertilizacién con NO 3 - 21,6 mM estimulo
el crecimiento de las plantulas, produciendo las plantulas mas altas con el
mayor numero de nudos con hojas y el menor porcentaje de plantas

noduladas.

Barrera y Gonzales (2022) realizaron una investigacion, con el objetivo de
determinar el potencial de los endofitos de P. limensis Benth.
"Johannesbrgd" como promotor del crecimiento del maiz (Zea mays L.) en
condiciones de estrés por salinidad y sequia. Estas bacterias fueron aisladas
de raices y ramas de algarrobo. En total obtuvieron 496 especies de
bacterias endodfitas. De estas, el 7,9 % demostré actividad de 1-
aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa, el 76,92 % produjo acido
indolacético y el 61,53 % fosfato disuelto. Pseudomonas 306 y Klebsiella
spp. 162 presentaron tolerancia a la salinidad (8% NaCl) y a la sequia (20%
polietilenglicol PEG-6000) y se redujo los efectos del estrés. En términos
porcentuales, el mayor incremento del crecimiento del maiz se logré en suelo
salino en cuanto a altura, longitud de raiz (36,98 - 43,4 %), biomasa fresca
(25,48 - 26,96 %) y raiz seca (22,48 - 46,68 %), biomasa aérea fresca (26,61
- 33,81 %) y clorofila (2,61 - 33,81 %) y 2,6,8 % -1 hl, con sequia en biomasa
aérea seca (26,61 - 27,63 %) y relacion hoja/raiz (8,66 — 11 %). Pudieron
demostrar el potencial de las bacterias enddfitas como promotores del

crecimiento del maiz en condiciones de salinidad y sequia.
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Talbi et al. (2016), evaluaron el efecto de la doble inoculacion con
endomicorrizas y Trichoderma harzianum en el crecimiento de plantas de
algarrobo, concluyendo que el valor potencial debido a inoculacién con
micorrizas sobre el crecimiento y desarrollo de la semilla de algarroba. Sin
embargo, el uso de un inoculo de base funcional de hongos AM como técnica
biotecnoldgica permitira un mejor aprovechamiento de nutrientes de los
sustratos de cultivo para obtener mejoras del crecimiento de las plantas
utilizadas en la reforestacion, restauracion de ecosistemas degradados. Por
consiguiente, una doble inoculacion de plantas por endomicorrizas y
Trichoderma harzianum, reforzar el sistema radicular y la fuerza de las
plantas de vivero y fomentar su instalacién después del trasplante en el

medio ambiente.
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3.1.

ll. MATERIALES Y METODOS

Fase de campo

3.1.1. Ubicacion del area de estudio

Este estudio fue realizado en la region de Tumbes, Peru; entre los
anos 2024 y 2025. La region de Tumbes, situada al Noroeste del Peru,
ubicada entre la codillera de los amotapes y la llanura costera de los
manglares (SERNANP, 2022). Con una superficie de 4 669,20 km?

(0,36 por ciento del territorio nacional).

La investigacion se desarrollé en los distritos y/o localidades
representativas de comunidades de algarrobo en tres zonas distintas
de la region de Tumbes (muestreo proporcional con representacion
de todas las localidades productivas de algarrobo de Tumbes) a
saber: Corrales (Estacién Experimental del INIA); San Juan de la
Virgen (Parque Ecoldgico de algarrobos); Pampas de Hospital (CCP-
Pueblo Nuevo) (Figura 6), cuyos datos georreferenciales vy

climatoldégicos aparecen en la (Tabla 1).
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Figura 6.

Zonas de muestreo en tres localidades de la Region de Tumbes.
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Tabla 1.

Ubicacion geogréfica y variables climatologicas de las zonas muestreadas en tres

distritos de la Region de Tumbes, Pert, 2024.

o o Zona P T T Coordenadas WGS84 17 S A(m

Provincia  Distrito muestreada (mm) Media Max smr;

Este Norte .

Tumbes Corrales EEA- Los 21,70 27.5 33 552198.00 9600753.00 6

Cedros 552228.00 9600761.00 6

552238.00 9600748.00 6

552262.00 9600720.00 6

552285.00 9600690.00 6

Tumbes SanlJuan Parque 15,00 28 32 563646.00 9599232.00 26

dela Ecoldgico 563661.57 9599254.87 26

Virgen  de 563652.00 9599265.00 26
algarrobos

563634.00 9599274.00 26

563626.00 9599259.00 26

Tumbes Pampas Pueblo 16,10 28 32,5 5664347.00 9587798.00 31

de Nuevo 564344.00 9587827.00 31

Hospital 564333.00 9587843.00 31

564350.00 9587863.00 31

564321.00 9587861.00 31

Nota. P= precipitacion

3.1.2. Muestreo de individuos (N. pallida)

WGS 84 17 S= Sistema geodésico mundial de 1984 zona 17 sur
T°= Temperatura A= altitud

3.1.2.1. Muestreo al azar

Se realizé un muestreo al azar por especie segun la distribucion

poblacional en el area de estudio, dado a que la misma probabilidad

de ser seleccionado para integrar la muestra, permite obtener

alrededor del 56 % de alelos raros. En la (Figura 7) se ilustra este

tipo de muestreo. Para la evaluacion fenotipica correspondiente a

la clasificacion de arboles semilleros, se realizé un recorrido por

toda el area de estudio, donde se evalué de forma individual a cada

arbol de interés. Adicionalmente se escogieron los mejores arboles

“elite” como lo sugiere carrillo et all., (2020). Para lo cual, se

consideraron las siguientes caracteristicas dasométricas para

arboles forestales.
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1. Diametro a la altura de pecho (DAP): la medida de la
circunferencia a la altura del pecho (CAP) se realizé a 1,30 m sobre

el nivel del suelo con una cinta.

2. Altura total: se tomaron datos desde la base del tronco del
arbol hasta la cima de la copa utilizando un Clinébmetro marca
SUUNTO.

3. Altura fustal: se considerd la medida desde la base del arbol
hasta el inicio de la bifurcacion o el desarrollo de las ramas

principales, medida con una wincha.

4. Estado sanitario: se llevd a cabo una inspeccion detallada de
toda la planta para observar la presencia de plagas o

enfermedades.

5. Diametro y forma de la copa: se consideré la proyeccion de
la copa del arbol. A partir de esa proyeccion, se marcaron puntos

en el suelo y se tomaron medidas en forma de cruz.
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Figura 7.
Muestreo al azar de plantas “elite” de N. pallida.
Nota: Tomado de catrrillo et al., 2020.

40



3.1.3.

Georreferenciacion y codificacion

El Area de estudio se georreferencio, al igual que las muestras que se
obtuvieron y los arboles plus (productores de frutos), segun el software
ArcMap 10.5 donde se determind las areas y los puntos centrales de las
subparcelas donde albergaban la mayor cantidad de especimenes de
Neltuma pallida, con la ayuda de un GPS basado en el sistema de
coordenadas UTM - WGS 84, Zona 17 S. A su vez, se empled el software
Google Earth para contrastar los datos obtenidos, se observo la cobertura
vegetal desde los sensores espaciales, asi como la sectorizacion de los
espacios de la presente investigacion. Se codificaron los individuos de N.
pallida georreferenciados en los diferentes sectores de estudio, empleando
placas metalicas en la que se escribié el nombre comun, nombre cientifico,
numero de individuos, nombre de la institucion con un cddigo de
identificacion adicional para futuros estudios (Figura 8). Se siguio,
paulatinamente, una serie de medidas protocolares en el area de estudio
para evitar alguna alteracion al medio ambiente, estas placas se colocaron

con un hilo transparente de resistencia y permanencia en el tiempo.

Figura 8.

Georreferenciacion y codificacion de arboles de algarrobo (N. pallida).
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3.1.4.

3.1.5.

Técnica de recoleccion de frutos de algarrobo a partir arboles “élite”

Se realizd una prospeccion para reconocer y seleccionar plantas jovenes de
Neltuma pallida, con caracteristicas de expresion fenotipicas adecuadas;
como, buena vigorosidad, libre de plagas y enfermedades y sin dafios

mecanicos, tal como lo sugiere Garcia (2021).

La recoleccidon del material vegetal de algarrobo (frutos) fue netamente del
bosque seco de Tumbes en los tres sectores muestreados, siguiendo los
proctologos y sugerido por Justiniano et al. (2000) para especies forestales.
Estos frutos se tomaron a una altura de 1,30 m de la superficie del suelo, es
decir, que el arbol de donde se extrajo presento ramas bajas donde se
quitaban con la mano. La recoleccion de estas semillas se realizé en fase de
mayor dispersion natural y los frutos colectados estuvieron ubicados de
ramas bajas y mas altas, segun el punto cardinal de orientacion (este, oeste,
norte, sur). Se precis6 que el pericarpio del fruto cambiara de color, es decir,

cuando el fruto estuvo con una maduracion al 100%.

Seleccion de arboles para captura de hongos en la rizosfera de plantas

de plantas de algarrobo.

Para la seleccion de arboles de algarrobo y poder capturar sus hongos de
su rizosfera, se empleé el Manual Técnico de Conservaciéon y Propagacion
de Especies de Algarrobo (Neltuma spp) sugerido por Carrillo et al. (2020).
Donde se compardé el arbol candidato y arboles vecinos con la finalidad de
elegir al arbol con mejor calificacion (arboles sanos), se comparé cinco
arboles en un radio de 20 metros vecindario, definiendo con un circulo de 10
a 20 metros de radio (Tabla 2) (Figura 9) en el que se registraron medidas y
puntajes para cada arbol en comparacion y candidatos. Luego se realizd un
calculo para obtener la diferencia de seleccion o puntaje final del arbol
candidato, dependiendo de la dominancia del candidato con respecto al

ejemplo comparativo resultante.
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Tabla 2.

Métricas para la valoracion de “arbol plus” de las especies de N. pallida

Arbol Porcentaje Palatabilidad Forma Estado Forma Puntaje
de ramas B(0.2) de la fitosanitario del (1)
con fruto A copa® P(0,15) fuste

E
(0,3) (0,2)

Posible

Candidato

1 vecino

2 vecino

3 vecino

4 vecino

A porcentaje de ramas con frutos: 2,10 %; 1,75 %

B Palatabilidad: 2. Muy dulce; 1. Dulce

C Forma de la copa: 2. Aparasolada; 1. regular

D Nivel fitosanitario: Sano (2); Presencia de ataque biolégico (1)

E La forma del fuste: Recto (2); Torcido (1)

Nota. Adaptado de Aguirre y Fassbender (2013)

Figura 9.

Reconocimiento y Seleccion de ejemplares de N. pallida.
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3.1.6. Captura de Hongos mediante el uso de trampas de Arroz

Para la captura de hongos de la rizosfera del algarrobo, se empleé el
método descrito por Avila y col. (2014) el cual sugiere el siguiente
procedimiento: Se cocié el arroz durante 10 minutos, posteriormente se
coloco el arroz cocido (3 a 5 g por trampa) a vasos descartables estériles
con una cuchara desinfectada por accion de calor en la misma olla.
Inmediatamente se procedié a tapar el vaso con tela garza y se sell6 los
bordes con una liga beige. Seguidamente se instal6 la trampa de arroz boca
abajo con la ayuda de una palana desinfectada con alcohol al 96%, a una
profundidad de 30 cm (Figura 10), permitiendo observarse a aire libre la
mitad del vaso rotulado correctamente, se dejo de 3-7 dias con temperatura
del lugar (Serralde et al., 2004).

Figura 10.
Captura de Trichoderma spp. con el uso de trampas de arroz en rizésfera
de N. pallida.
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3.1.7.

3.1.8.

Recoleccion de trampas de hongos

Las trampas se recolectaron después de siete dias, en condiciones
asépticas, se pasaron a una bolsa ziploc y se rotularon (Figura 11).
Posteriormente, se trasladaron al laboratorio de Agrobiotec en un cooler,
estas muestras se colocaron en una refrigeradora a 8 °C para luego ser

procesadas (Junes y Ramirez, 2019).

Figura 11.

Imagen referencial de trampas de arroz capturada de (Trichoderma spp).

Escarificacion biolégica de semillas de N.pallida, mediante

endozoocoria con Capra hircus

Se evalud la eficacia de endozoocoria en condiciones de ex situ como
consecuencia de la alimentacion de cabras criollas (Capra hircus) asistida
con pasto de corte (cuba 22) en la manana, y en la tarde con frutos de

algarrobo-(Salinas, 2021).

Recuperacion de semillas
Evaluaciéon ex situ: Alimentacién (pasto de corte cuba 22 — frutos de

algarrobo).

a. Lugar
La recuperacion de las semillas ex situ se realizé en una unidad
agropecuaria localizada en el centro poblado de Cieneguillo Sur,
provincia de Sullana y Regién de Piura (4° 59'6.69" S, 80°
39°34.27°°0, 78.58 m. s. n. m), caracterizada por un clima arido, de

vida de matorral desértico, donde las condiciones climaticas de
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precipitacion promedio es de 95 mm al afo y la temperatura media
oscila entre 28°C (SENAMHI, 2020). Para el experimento se eligié un
area de 200 m? (10 m de ancho por 20 metros de largo), con

abundancia de sombra por Neltuma pallida.

Animales

Los animales contemplados en el estudio fueron cabras jévenes de
aproximadamente 1 afio y medio de edad, separadas de los otros
compartimentos (crias pos-destete, cabritos en crecimiento y cabras

adultas).

Alimentacion
El hato (cabras) se les proporciono una alimentacion balanceada, esto
fue en horas tempranas con forraje de corte (cuba 22), y por la tarde

con frutos de algarrobo en cantidad de 1.5 a 2.5 kg.
Coleccion de semillas escarificadas

Se tomaron 3 kg de heces de cada corral durante los dias de
evaluacion, las cuales se depositaron en bosas ZIPLOC herméticas a
temperatura ambiente, y se transportaron hasta el Laboratorio
AGROBIOTEC SAC, donde se extendieron en una malla de plastico
expuestas al sol a una temperatura de 30°C para luego almacenarse

para su posterior utilizacion en los experimentos respectivos.

Estimacion de semillas recuperadas

La recuperacion de la semilla se realizé en el laboratorio AGROBITEC
SAC, a partir de las muestras colectadas de 3 kg. Se extrajo 22 sub-
muestras de 30 g de heces de manera independiente,
cuidadosamente se procedid a desintegrar cada pellet de heces
utilizando guantes de latex a fin de no causar dafio a las semillas. Se
determind la densidad de semillas, expresandose en términos de

numero de semillas por 30g de heces, mediante la siguiente formula:

#semillas encontradas

Densidad de semillas =
submuestra
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3.1.9.

Caracterizacion morfolégica y rendimiento de semillas pre
ingestion

Se realizé una caracterizacion morfolégica a las semillas antes de
entrar en el tracto digestivo de las cabras, estas caracteristicas de
semillas fueron: peso (g), Longitud (cm), espesor medio del fruto (cm)
y peso medio de semilla (g). Asimismo, se estimé el rendimiento,
expresado como el numero de semillas sanas por gramo de fruto
(semillas sanas/g), que no presentaron aparentemente ataques por

patdgenos.

#semillas sanas

Rendimiento =
endimiento 7 de fruto

Caracterizacion de semillas post ingestion

Igual que en caso anterior, se realizd una evaluacién de las
caracteristicas morfolégicas con las mismas variables. Ademas, se

tomo en consideracion las tonalidades del color de las semillas.

Seleccion de la semilla

Las semillas que se recuperaron de las heces de los animales
(cabras) en el experimento fueron seleccionadas de acuerdo con sus
caracteristicas morfolégicas. Posteriormente lavadas, secadas y

almacenadas para su posterior utilidad en los tratamientos a aplicarse.

Evaluacion de Trichermas spp. en la germinacion de semillas

recuperadas biolégicamente de algarrobo.

Para la estimacion de la germinacién; se trato las semillas de algarrobo en
una primera instancia al pasar por el tracto digestivo de las cabras
(Escarificacién bioldégica) y en segunda instancia al aplicar los
Trichodermas spp puros. Se evalud el efecto sobre la germinacién de
semillas de algarrobo (Neltuma pallida) recuperadas del proceso de
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escarificacion biolégica. Se incluyé un control (semillas extraidas de frutos
sin tratamiento bioldgico, liberadas manualmente desde los frutos). Las
semillas recuperadas se desinfectaron con hipoclorito al 1 %, alcohol al 70
% y agua destilada, enjugandose por 6 veces consecutivamente, antes se
sumergieron en agua durante 24 horas para poder ver su viabilidad (Ramos
et al., 2021)

Para la inoculacién de las semillas, se conformaron un total de 16
tratamientos, que contuvieron 15 cepas puras y un control (Tabla 3) en un
disefio experimental completamente Aleatorio (DCA) sugerido por Kuehl,
(2001) con cuatro repeticiones por tratamiento. La unidad experimental
estuvo constituida por una tarrina conteniendo 25 semillas, haciendo un
total de 100 semillas por tratamiento y 1600 en todo el experimento
(poblacion total). Se tuvo en cuenta la forma y tamafo de las mismas,
quedando descartadas las semillas de menor tamafio y las deformes. Se
inocularon las semillas con cepas puras de Trichoderma ssp. a una

concentracion de 1 x 108 conidios/ ml.

Para la siembra de semillas inoculadas se utilizd6 un sustrato a base de
cascarilla de arroz, hojarasca de algarrobo y tierra agricola en una
proporcion 3:2:1 extraido del habitad de la especie forestal, se llen6 en
bolsas de papel Kraft de 2 kg y se esterilizé a una temperatura de 180 °C
por el espacio de 60 min. Posteriormente, los sustratos se depositaron en
tarrinas (previamente lavadas y desinfectadas con alcohol etilico 70 %),

conteniendo el sustrato preparado y esterilizado.
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Tabla 3.
Descripcion de los tratamientos para el ensayo de inoculacion de semillas con

Trichoderma spp.

. e s Semilla Replicas Total,
Tratamiento Descripcion de
Placas/
tarrinas (Tarrina) semillas
semilla
cabras - recuperada de
cod.3.a heces de cabras
T1 mas Trichoderma 25 4 100
semilla
recuperada de
cabras - heces de cabras
T2 cod.Philc mas Trichoderma 25 4 100
semilla
cabras - recuperada de
cod.l4.b heces de cabras
T3 mas Trichoderma 25 4 100
semilla
cabras - recuperada de
cod.l4.a heces de cabras
T4 mas Trichoderma 25 4 100
semilla
cabras - recuperada de
cod.IN4D heces de cabras
T5 mas Trichoderma 25 4 100
semilla
cabras - recuperada de
cod.PH3.B heces de cabras
T6 mas Trichoderma 25 4 100
semilla
cabras - recuperada de
cod.l2.A heces de cabras
T7 mas Trichoderma 25 4 100
semilla
cabras - recuperada de
cod.PH1B heces de cabras
T8 mas Trichoderma 25 4 100
semilla
cabras - recuperada de
cod.I5.A heces de cabras
T9 mas Trichoderma 25 4 100
cabras - semilla
T10 cod.IN4A recuperada de 25 4 100
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heces de cabras
mas Trichoderma

semilla
cabras - recuperada de
cod.IN4E heces de cabras
T11 mas Trichoderma 25 4 100
semilla
cabras - recuperada de
cod.l4.B heces de cabras
T12 mas Trichoderma 25 4 100
semilla
cabras - recuperada de
cod.I13.B heces de cabras
T13 mas Trichoderma 25 4 100
semilla
cabras - recuperada de
cod.IN4B heces de cabras
T14 mas Trichoderma 25 4 100
semilla
cabras - recuperada de
cod.l5.B heces de cabras
T15 mas Trichoderma 25 4 100
semillas intactas
Control 1 extraidas de
TO frutos sin tratar 25 4 100
3.1.10. Registro de datos obtenidos

Germinacion de semillas

Se consideraron ocho parametros: Porcentaje de germinacion, Porcentaje
de germinacion acumulada, Velocidad media de germinacién, Tiempo
medio de germinacion, Uniformidad germinativa, Valor germinativo, indice
de vigor y Porcentaje de coeficiente de Tinsom. La germinacion de las
semillas se evalué diariamente hasta los 22 dias. dias desde la siembra, se
considero la semilla germinada cuando presentaba la emergencia de la

radicula en una longitud de 2 mm.

1- Porcentaje de germinacién (%G): se contaron todas las semillas
germinadas por tratamiento biolégico durante el tiempo que demord el
experimento. Para calcular el porcentaje de germinacion se aplicé la

siguiente formula (Flores et al., 2020).
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%G = (%) £ 100
T\ M
Donde:

%G=Porcentaje de germinacion.
GA=Germinacién acumulada hasta la ultima evaluacion.

M=Cantidad de semillas sembradas.

2- Porcentaje de germinaciéon acumulada (% GA): se contaron todas
las semillas germinadas diariamente por cada uno de los tratamientos
biolégicos durante el tiempo que demoro el experimento. Para calcular el
porcentaje de germinacion acumulada se aplico la siguiente formula
(Guerrero et al., 2023).

Nmax

%GAz( )*100

Donde:
%GA=Porcentaje de germinacion acumulada

Nmax= Numero maximo de semillas germinadas por dia.

N= Numero de semillas

3- Velocidad medio de germinacion (VMG): se estimo la tasa a la que
germinan las semillas en un periodo de tiempo especifico. Se expreso el
numero de semillas que germinan por dia, semana o cualquier otra unidad
de tiempo. Para calcular la velocidad media germinacién se aplico la

siguiente formula. (Moreno et al., 2013).

VMG—P1+P2+ +Pn
T T1 T2 Tn

Donde:
VMG= Velocidad media de germinacion
P= Numero de semillas germinadas

T= Tiempo de germinacion
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n= Dia ultimo control

4- Tiempo medio de germinacion (TMG): se calculé mediante la

ecuacion mostrada por (Martinez at al., 2012).

S
TMGzﬂ
59
T1+TO T2+T1 Te+Te—1
Spg = > xG1 + > xGZ—F~-+~———TZ————xGe

Donde:
TMG= Tiempo medio de Germinacion
Spg= Suma de puntos medios por germinacién sencillas.

Sg= Suma de semillas germinadas

5- Uniformidad germinativa (UV): para evaluar se determind la

Desviacion Tipica del Tiempo de Germinacién (DTG).

6- Valor Germinativo (VG): para su determinacién se utilizé la formula

descrita por (Barone et al., 2016).

Gl G2 Ge
_TitT2 "t Te

S
Pg M

Donde:

VG=Valor germinativo o indice de Maguire.
Gi=G1+ G2 +G3 +. . .. + Ge.

Gi=Germinacion sencilla de iésima evaluacion.
Ti=T1+T2+ ...+ Te.

7- Indice de vigor (IVS): Para estimar se empleé la formula descrita por
(Guerrero, 2023).
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3.2.

PG (%) * (AP(cm) * TR(cm)

I =
vs 100

Donde:

IVS= indice de vigor de la semilla
%PG= Porcentaje de germinacién
AP= Altura de plantula al término de la evaluacion

TR= Tamano de la raiz

8- Porcentaje de coeficiente de Tinsom: se calculd mediante la
ecuacion mostrada por (Flores et al., 2021).
2Lyl
PCT ===
¢ T
PCT= Porcentaje de coeficiente de Tinsom

gi= Porcentaje de germinacion en el dia

T=Tiempo total de germinacién

Los datos cuantitativos obtenidos fueron analizados estadisticamente
mediante un ANOVA y las pruebas de significacién de DUNCAN (5%), para
validar la hipétesis nula se realizaron las pruebas de interdependencia
Durbin-Watson (D-W), normalidad Shapiro-Wilk (W), homogeneidad de
varianza Levene (L) y Finalmente Tukey para la significancia de

comparaciones multiples en los tratamientos biolégicos aplicados.

Fase de laboratorio

3.2.1. Aislamiento de hongos (Trichoderma spp.) de la rizosfera de

arboles de algarrobo.

Para aislar potenciales endofiticos Trichoderma spp. de la rizosfera del
algarrobo (Neltuma pallida) a partir de las muestras obtenidas de vasos
de arroz cosido, estas se procesaron en una cabina de flujo laminar

(Figura 12). Se observaron las colonias de tonalidades verdes y por dio
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de punzada directa con palillos finos se picé a una nueva placa Petri,
en medio de Papa dextrosa Agar (PDA) con antibiético (para evitar el
crecimiento de bacterias), frecuentemente utilizados para la obtencion
de micelio. Posteriormente los aislamientos y purificacion de hongos
fueron realizados mediante el método de crecimiento sucesivo en

medio PDA, se dejé incubar a 28-30°C por siete dias hasta la obtencion

de una cepa purificada (Dominguez et al., 2013).

Figura 12.
Aislamiento de colonias del género Trichoderma a partir de vasos de arroz

cosido, rizosférico de una planta de N. pallida.

3.2.2. Caracterizacion Morfolégica de hongos (Trichoderma spp.)

Para la caracterizacion morfolégica de Trichoderma spp. se empled el

método descrito por Sanabria et al., (2023); Acuario y Espafia, (2017).

Se cultivaron 15 aislados monospoéricos de Trichoderma spp. en medio
PDA durante 3 dias a 28 £2 °C. Se evaluo el crecimiento y el color de
las colonias. Para describir los colores, se empled el modelo de color
RGB disponible en ArtyClick Colors (ArtyClick Pty Ltd, Sidney,

Australia, https://colors.artyclick.com/color-name-finder/).
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3.2.3.

3.24.

Las dimensiones de los conidiéforos, fialides y conidias se midieron
utilizando un microscopio con camara digital (3 MP, AMScope,
EE. UU.), junto con el software AMScope version 4.7. Se realizaron
analisis descriptivos de las mediciones mediante el software InfoStat
(version 2017), reportando las medias acompanadas de sus
respectivas  desviaciones estandar. Para las mediciones
macroscopicas se utilizaron tres réplicas biolégicas por aislado,
mientras que para las mediciones estructurales microscopicas se

emplearon 45 réplicas por aislado.

Las caracteristicas macro y microscopicas fueron comparadas con las
claves de identificacion de géneros de Deuteromycetes sugeridas por
Gams y Bissett, (1998). Para especies de Trichoderma spp. por
Girard, (1964) y la clave interactiva de la APS por Samuels et al.,
(1996).

Identificacion molecular en base al analisis de homologia de la
secuencia parcial del Gen espaciador transcrito interno (ITS)

La identificacion molecular se efectué a las mejores sepas puras de
especies de Trichoderma spp, las cuales mostraron relevancia en los
tratamientos bioldgicos de germinacion de las semillas e indice de vigor
de (N. pallida); los cédigos (PH35, IN44E, IN4A, 12 y PH1). Las cepas

fueron identificadas molecularmente siguiendo los siguientes pasos:

Extraccion de ADN de hongos del género Trichoderma

Para la extraccion de ADN de hongos provenientes de la rizosfera del
algarrobo se utilizé el protocolo CTAB descrito por Kadu, (2019)

siguiendo los siguientes pasos:

1. Se extrajo un fragmento de 1 cm? de micelio de un cultivo de 7 dias
y se colocd en un microtubo, asegurandose de no incluir particulas

de agar.
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. ElI micelio se lavdo con 1 ml de agua destilada estéril, luego se

centrifugd a 12,000 rpm durante 2 minutos y se desechd el

sobrenadante.

3. Se calenté el PRE-BUFFER junto con el CTAB al 10% a 60°C.
4. El micelio se macerd y se anadié el BUFFER CTAB 2X (395 pl del

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

Pre-Buffer, 100 uyl de CTAB al 10% y 5 ul de B—Mercaptoetanol).

. Se incorporaron 2.5 ul de Proteinasa K a 20 mg/ml y se agitdé en

vortex.

. Se incubd la mezcla a 55°C durante 1 hora, agitando cada 15-20

minutos durante el proceso de incubacion.

. Se afiadié 700 yl de Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico (25:24:1).
. Se centrifugd a 13,000 rpm por 15 minutos.

. Se transfirié el sobrenadante a un nuevo microtubo.

10.
11.
12.

Se afadié 1 volumen de cloroformo—alcohol isoamilico (24:1).

Se centrifugd nuevamente a 13,000 rpm durante 15 minutos.

Se recuperaron entre 250 y 300 pl de sobrenadante y se
transfirieron a otro microtubo.

Se incorpord 0.1 volumen (25-30 pl) de Acetato de Sodio 3M (pH
5.2) y 500 pL de Isopropanol frio.

Se incubd la mezcla a -20°C durante 1 hora.

Se centrifugd a 13,000 rpm por 15 minutos y se descarto el
sobrenadante.

Se afiadio 400 ul de Etanol al 75% y se centrifugd a 13,000 rpm por
10 minutos.

Se eliminé el sobrenadante y se dejé secar el pellet durante
aproximadamente 15 minutos.

ElI ADN se resuspendio afiadiendo 50 ul de TE 1X (Tris-HCI 10 mm,
pH 8.0 y 1 mm de EDTA, pH 8.0).

Se anadié 1 yl de RNasa a 10 mg/ml e incubd a 37°C durante 1
hora.

El ADN se almacen¢ a -20°C.
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a) Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
identificacion de hongos

Se llevé a cabo la amplificacion de la region ITS para la identificacion

taxonomica de hongos mediante la técnica PCR. Para ello, se utilizaron

los cebadores ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Anexo 1)

b) Electroforesis

Los amplicones de los Trichoderma spp. obtenidos de la rizosfera del
algarrobo mediante PCR fueron sometidos a analisis en un gel de
migracion. Para preparar el gel, se disolvieron 2.2 g de agarosa en 120
ml de solucion TAE, calentandose hasta que la agarosa se disolvio
completamente. Posteriormente, se incorporaron 6 pl de bromuro de
etidio, y la mezcla se dejo enfriar durante unos minutos. Luego, se vertid
la solucion en una cubeta de electroforesis y se coloco la peineta en el
extremo negativo del gel para formar los pocillos una vez solidificado.
Se prepardé una mezcla con 2 pl de tampoén de depdsito (bromofenol
azul) y 8 pl de los amplicones, los cuales fueron cargados en los
pocillos. Luego de unos minutos, el gel se colocd sobre un
transluminador para observar la migracion de las moléculas de ADN.
Finalmente, se utilizé un marcador de peso molecular para determinar

el tamario del amplicén (Anexo 1).

c) Secuenciamiento de amplicones obtenidos y analisis

informatico

Los amplicones obtenidos de los hongos asociados a la rizosfera de
algarrobo fueron enviados a secuenciar mediante la técnica de Sanger.
Las bandas de intensidad fuerte y moderada fueron previamente
diluidas en agua ultra pura. El analisis bioinformatico se llevara a cabo
utilizando el software de cédigo abierto BLAST nucleotide, y mediante
la comparacién de secuencias, se identificaran las especies de hongos
asociadas a la rizosfera del algarrobo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracteristicas morfolégicas de los frutos y semillas de Neltuma pallida
utilizadas en los experimentos y recuperacion de semillas pos-ingestion de

Capra hircus.

El aspecto de los frutos (Figura 13) que se colectaron, indica que la semilla no
presenta dehiscencia o liberacién natural, lo que se infiere que los frutos fueron
procesados por el tracto digestivo de herbivoros para la especie vegetal de Neltuma
pallida. Se establecieron muestreos donde se observd que los frutos en su gran
mayoria son atacados por insectos asociados a la especie, roedores que
aprovechan la parte del mesocarpio y exocarpio, lo cual esparcen las semillas junto
al endocarpio favoreciendo la germinacion en su habitad natural. Los frutos de N.
pallida colectados en el bosque seco tropical mostraron vainas con longitudes
apropiadas y peso favorable para su respectivo almacenaje (Tabla 4), estos
resultados concuerdan con los reportes de Carrillo et al., (2020) para frutos de
algarrobo como parte de su conservacion y propagacion de especies silvestres

cultivadas.

Tabla 4.

Medidas morfolégicas de frutos de algarrobo del bosque seco.

Variable Numero Media £ ES (g) CV (%)
Peso del Fruto 75 6.57 £ 0.31 33.70%
Longitud del fruto 65 21.6+£0.33 16.60%
Espesor medio del fruto 25 5.35+0.14 15.70%
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Semilla

Corozo

Figura 13.

Caracteristica interna y externa del fruto de N. pallida.

Tabla 5.

Caracteristicas generales de las semillas pre-ingesta

. Aspecto
Especie Peso(g) L(mm) A(mm) E(mm) Color Forma Externo
Amarillo Lisa,
Neltuma pallida 0,04 6,12 423 2,18 palido ovalada dura,
claro brillante
Escala: L (largo); A (ancho); E (espesor).
Tabla 6.
Caracteristicas generales de las semillas pos-ingesta
, Aspecto
Especie Peso(g) L(cm) A(cm) E(cm) Color Forma Externo
Amarillo Lisa,
Neltuma pallida 0,03 6,12 4,23 2,18 . ovalada blanda,
palido )
brillante
oscuro

Escala: L (largo); A (ancho); E (espesor).

Las caracteristicas de las semillas pre-ingestion (Tabla 5) presentaron un promedio
de 22 semillas por fruto, el tamafo de las semillas con promedio de 6,12mm x 4,23

mm x 2,18 mm, y el peso por semilla fue de 0,039 g. Otras caracteristicas que se
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identificaron visualmente fueron: la forma (oval), el color (amarillo palido claro), la
cubierta externa fue lisa, brillante y dura a diferencia de las semillas pos-ingesta
(Tabla 6) que presentaron tamarfos iguales, pero diferentes en el peso 0,034g y
caracteristicas visuales como el color (Amarillo palido oscuro), el aspecto externo

(Lisa, blanda, brillante) y forma (Ovalada).

El rendimiento promedio de semillas aparentemente sanas libres de patdogenos que
se estimo fue de 7,2 % de peso de fruto respectivamente, 75 % de las semillas
estuvieron sin ataques de larvas que perjudican la cubierta interna y externa del
fruto y semillas, el peso promedio de las semillas sanas estuvoen 40 £ 12 mg (n =
150), se estimd que el numero de semillas obtenidas de estiércol caprino fue 2 260
semillas en 5, 600 kg de frutos secos administrados; en comparacion con otras
especies forestales N. pallida, tiene una relacion relevante en semillas dispersadas
por C. hircus, lo cual favorece su germinacién en zonas aridas (Mancilla et al.,
2011).

Las semillas presentaron longitudes de 6,12 mm antes de entrar en el tracto
digestivo de las cabras (C. hircus) (Figura 14), lo que se asemeja a lo reportado por
Burkart, (1976) que obtuvo una medida de 6.50 mm, esto por su parte debidamente
a la especie en si (N. pallida) en estudio. A si mismo, este mismo autor reporto
semillas recuperadas de tamafios pequefnos 1,41 a 89 mmy 1,55y 3,45 mm, lo

que es similar a los registros que se obtuvieron.

_ endocarpio

- mesocarpio

/_ - exocarpio

Figura 14.

Caracteristicas morfologicas de la semilla (transversal) de N. pallida
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Las estructuras de las semillas al desintegrarse del estiércol caprino pos-ingestion;
la mayoria estuvieron desprovistas de cubierta (endocarpio, mesocarpio y
exocarpio) y aparentemente sin ataques de microrganismos plagas, como también
se logré observar semillas cubiertas con endocarpio y semillas de tonalidades
oscuras, las cuales no se consideraron para el experimento (Figura 15). Una parte
de las semillas que fueron defecadas por (C. hircus) presentaron un aspecto normal
y otras totalmente de color negras (Figura 16), la presencia de estas tonalidades
indica que se trata de un proceso gradual. Por otra parte, el color de testa de las
semillas son un indicativo en el resultado de la germinacién; dado a que las semillas

con tonos negros presentaron germinaciones defectuosas.

En una observacién con heces frescas, los tamafos de las semillas son variados,
en el tiempo (pos-ingestion), esto puede deberse al tiempo de coleccion, al
permanecer en la superficie por varios dias; presentando una radicula marcada a
1.5 - 2 mm, lo que supone a un proceso de inicio de la germinaciéon. Estas
observaciones también fueron reportadas por Campagna, (2018) con P. flexuosa

en el desierto de Argentina.

Se categorizaron todas las semillas limpias (Figura 16) como "normales" ya que
poseen la habilidad de germinar. Las semillas negras no se tomaron en cuenta en
el recuento de semillas recuperadas, en el estudio, ya que no aportan beneficio

sobre el ecosistema.
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Figura 15.
Semillas pos- ingestiéon de Capra hircus: con presencia de endocarpio (A) y semillas

libres de cubierta (endocarpio, mesocarpio y exocarpio) (B).

Figura 16.

Semillas extraidas de heces de cabras: A) Semillas con heces; B) Semillas limpias;

C) Semillas negras.
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El porcentaje de la recuperacion de semillas de cabras fue 3,4 %, siendo estos
valores similares al de otras especies del mismo género de Neltuma, con un 3 %
para P. flexuosa (Campagna, 2018). Los resultados precisan que existe una
intensidad en la masticacion y remasticasion durante la rumia por la especie Capra

ircus por estar en manada y domesticada, asi también lo reporto (Hofmann, 1989)

4.2. Germinacion de semillas de algarrobo (Neltuma pallida) recuperadas pos-

ingestion de Capra hircus e inoculaciéon con cepas nativas de Trichoderma

spp.

Figura 17.
Evaluacion de la germinacion por tratamientos establecidos con 15 cepas de
Trichoderma spp. y el control: A) Preparacion de ensayo; B) Semillas germinadas

referentes al tratamiento biolégico 13a- r1.

4.2.1. Germinacion

En analisis estadistico aplicado, fue el Andlisis de Varianza con un Disefno
Completamente Aleatorizado. Para ello, primero se hizo un analisis de los

supuestos de independencia, normalidad y homogeneidad de la varianza.

Para la Independencia, se aplico la prueba de Durbin-Watson, que se aprecia en la
siguiente (Tabla 7).
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Tabla 7.

Supuesto de independencia con la prueba Durbin-Watson (D-W).

Lag Autocorrelaciéon D-W p-valor
1 -0.3227273 2.636364 0.474

En cuanto al supuesto de independencia para el analisis de varianza, el valor
estadistico (D-W) fue de 2,636364, que se encuentra cercano al valor ideal de 2.
Ello, muestra que no hay autocorrelacion significativa entre los residuos del modelo,
con lo que manifiesta la independencia de las observaciones, confirmado por el
valor de p (0,474).

El valor de la prueba de normalidad de Shapiro Wilk, fue de 0,96632 (Tabla 8),
indicando que los residuos no se apartaban significativamente de una distribucion
normal, confirmado por el valor de p (0,0962), con lo cual no se rechaza la hipétesis

nula de normalidad.

Tabla 8.
Supuesto de normalidad con la prueba Shapiro-Wilk (W).

Prueba Estadistico W p-valor
Shapiro-Wilk 0,96632 0,09626

Para la prueba de homogeneidad se aplico la prueba de Levene (Tabla 9), cuyo
valor F fue de 0,712, y el valor p resultante fue 0,7509, lo que indica que no habia
evidencia suficiente para rechazar la hipétesis nula y confirmando que las varianzas
eran homogéneas entre los grupos. Por lo tanto, se concluy6é que se cumplia la

suposicién de homogeneidad de varianzas.

Tabla 9.
Supuesto de homogeneidad de varianza con la prueba Levene (L).

Prueba Df (Grados de libertad) F valué p-valué
Levene's Test 14 0,712 0,7509

Con los datos obtenidos en las tablas, se realiz6 el analisis de varianza (Tabla 10),
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cuyo valor de F fue 475,1, lo que sugiere que existe una diferencia significativa
entre los tratamientos bioldgicos. Este valor es considerablemente alto, indicando
que hay variabilidad entre los tratamientos, ademas, el valor p fue extremadamente
pequeio, menor que 2e-16, con lo cual se rechaza la hipdtesis nula. En otras
palabras, los resultados sugieren que hay diferencias significativas entre los

tratamientos.

Tabla 10.

Anélisis de varianza de los tratamientos evaluados
Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Valor p-
variacion libertad cuadrados medio F valor
Tratamiento 14 65042 4646 4751 <2e-
Residuales 45 440 10 16

C.v=511

Coeficiente de variacion (CV)

El coeficiente de variaciéon (CV) obtenido fue de 5,11, lo que indica que la
variabilidad relativa de los datos es moderada. Un CV bajo, como este, sugiere que
la dispersion o variabilidad en los datos es pequeia en comparacion con la media,
estableciendo que los valores observados son bastante consistentes y que no hay

grandes fluctuaciones en torno a la media.

Prueba HSD de Tukey para las medias de los tratamientos bioldgicos aplicados se

observa en la (Tabla 11).

Los resultados de la prueba HSD de Tukey muestran las medias de los tratamientos
junto con sus estadisticas descriptivas. Se observa que los tratamientos IN4A,
IN4AE, y PH3.B tienen las medias mas altas (98) en relacion a los tratamientos 13.B,
14.B, 15.A (10-20).
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Tabla 11.

Prueba HSD de Tukey de los tratamientos evaluados

Tratamiento Media Desviacion r Error Minimo Maximo Q25 Q50 Q75
estandar estandar
13.a 78 2.309 4 1563 76 80 76 78 80
13.B 10 4.000 4 1563 8 16 8 8 10
14.a 94 5.164 4 1.563 88 100 91 94 97
14.b 95 3.830 4 1563 92 100 92 94 97
14.B 15 2.000 4 1563 12 16 15 16 16
15.A 20 0.000 4 1563 20 20 20 20 20
15.B 81 3.830 4 1563 76 84 79 82 84
INAA 98 2.309 4 1563 96 100 9% 98 100
IN4B 25 2.000 4 1.563 24 28 24 24 25
IN4AD 61 2.000 4 1563 60 64 60 60 61
INAE 98 4.000 4 1563 92 100 98 100 100
PH1B 22 4.000 4 1563 16 24 22 24 24
Phic 63 2.000 4 1563 60 64 63 64 64
PH3.B 98 2.309 4 1563 96 100 9% 98 100
TESTIGO 60 3.266 4 1563 56 64 59 60 61
MDS= 7,93

Diferencia minima significativa (MDS)

La diferencia minima significativa (MDS) entre los tratamientos fue 7,93, lo que

demuestra una diferencia significativa entre los tratamientos (Figura 11).

En la (Tabla 12) se muestra las agrupaciones segun Tukey de los tratamientos
evaluados. El grupo A presentan los promedios mas altos en términos de porcentaje
de germinacién, destacando los tratamientos IN4A, INAE, PH3.B, 14.b e 14.a, con
valores cercanos al 98 %. Estos tratamientos no presentan diferencias significativas
entre si, lo que sugiere que tienen un rendimiento homogéneo y superior en
comparaciéon con los demas. Sin embargo, presentan una diferencia
estadisticamente significativa, respecto al resto de los tratamientos, lo que permite

concluir que son los mas efectivos en el proceso de la germinacion.
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Tabla 12.

Agrupaciones segun Tukey de los tratamientos evaluados

Tratamiento Promedio Grupo
IN4AA 98 A
IN4AE 98 A
PH3.B 98 A

14.b 94 A
14.a 95 A
15.B 81 B
13.a 78 B
Ph1c 63 C
IN4D 61 C
TESTIGO 60 C
IN4AB 25 D
PH1B 22 DE
15.A 20 DE
14.B 15 EF
13.B 10 F

El grupo B, los tratamientos 15.B (81 %) y 13.a (78 %), presentaron los promedios
mas bajos en relacion con los del grupo A, pero son superiores a los del grupo C y
el testigo. Estos resultados sugieren que, aunque los efectos no sean tan
pronunciados como en el grupo A, los tratamientos aplicados continuan teniendo

un impacto positivo sobre la germinacion.

En el grupo C, los tratamientos Ph1c (63 %) (Figura 18), IN4D (61 %) y el testigo
(60 %) presentan promedios considerablemente mas bajos que los del grupo A, lo
que indica que su efectividad es inferior en comparacién con los tratamientos de los
grupos anteriores (Figura 18) (Figura 19). No obstante, se evidencia que los

tratamientos ensayados no influyen en la germinacion.
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Figura 18.
Tratamiento germinativo de semillas de algarrobo inoculadas: A) T. spp - Ph1c; B)

N. pallida en desarrollo.

Figura 19.

Germinacion del grupo control empleado en el experimento.
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Los grupos D, E y F, los tratamientos IN4B (25 %), PH1B (22 %), 15.A (20 %), 14.B
(15 %) e 13.B (10 %), presentan los mas promedios de germinacion mas bajos que
los otros tratamientos. Que lo que se infiere que los, no estimulan la germinacion
de las semillas de Algarrobo y podrian ser descontinuados o revisados para

optimizar sus efectos.

4.2.2. Porcentaje de germinacion

Como se observa en la (Figura 23), las semillas de N. pallida tratadas con las
especies de Trichodermas PH3.B (T. viride), INAE (T. harzianum), IN4A (T.
asperellum) (Figura 20), presentaron un porcentaje de germinacion del 98 %, lo que
difiere con lo reportado por Santos et al., (2020), quienes obtuvieron un porcentaje
de germinacion del 76,5 % en semillas de Handroanthus serratifolius (Guayacan)
tratadas con T. asperellum — TAMO3, resultado que confirma una relaciéon asociada

entre estas dos especies forestales (Chagas et al., 2022).

Figura 20.
Tratamiento germinativo de semillas de algarrobo inoculadas: A) T. asperellum -
IN4A; B) N. pallida en desarrollo.

La cepa IN4E - T. harzianum (Figura 21) obtuvo un valor maximo de germinacion

del 98 % durante la evolucion al dia 18; lo que concuerda con lo encontrado por
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Castro y Rivillas., (2005) quienes obtuvieron un 90 % de germinacion en semillas
de café tratadas con T. harzianum. Por otro lado, Cubillos et al., (2009) también
obtuvieron una estimulacion del porcentaje de germinacién en semillas de
maracuya inoculadas con T. harzianum, a partir del cuarto dia. La produccion de
metabolitos (auxinas, giberelinas y citoquininas) sintetizados por T. harzianum,
estarian involucrados en la estimulan de la germinacion y crecimiento de las plantas
(Altomare et al., 1999; Valencia et al., 2005).

Figura 21.
Tratamiento germinativo de semillas de algarrobo inoculadas: A) Trichoderma

harzianum - IN4E; B) N. pallida en desarrollo.

La cepa PH3.B - T. viride (Figura 22) presentd una germinacion de 98 %. Un estudio
realizado por Marium et al. (2024) reporta aislados de T. viridi en leguminosas
forestales, incluyendo N. pallida; aunque no hicieron ensayos experimentales, su
estudio podria proporcionar mayor informacion del rol de este hongo en los

procesos de germinacion y crecimiento de las plantas.

70



Figura 22.
Tratamiento germinativo de semillas de algarrobo inoculadas: A) T. viride - PH3.B;

B) N. pallida en desarrollo.

Las cepas purificadas (14.a y 14.b) registraron valores del 94% y 95%
respectivamente; con un descenso del 10 % en la cepa (I3A) pero no en el control,
que alcanzo un valor maximo de germinacion del 60 %. Este hallazgo discrepa del
presentado por Santos et al., (2018) que no detectaron diferencias relevantes entre

los grupos experimentales y de control.

La cepa PH1.B y I2.A (T. atroviride y T. virens) alcanzaron maximos indices de
germinacién del 22 y 20 % respectivamente. Estos resultados poseen ciertos
impactos adversos en las plantas, dado que obstaculizan su crecimiento radicular,
junto con la destruccion de gran cantidad de flora microbiana natural (Mendoza et
al., 2013), Esto es evidente durante la evaluacién, donde las semillas que
consiguieron germinar en un corto periodo de tiempo terminaron siendo
impactadas. Dado a que, no consiguieron una ampliacion radicular; en el caso de
la cepa I2.A, algunas de las semillas que consiguieron germinar perecieron en el
transcurso del tiempo, por lo que no se registraron en la Figura 23 de % GE. Por lo
tanto, la cepa PH1B conservé su germinacion, aunque disminuyo6 su desarrollo y

crecimiento en comparacion con los otros tratamientos. Aunque existe un impacto
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negativo en él % GE, estas cepas (T. atroviride y T. virens) podrian tener beneficios
para el control de enfermedades presentes en la especie N. pallida y/o cultivos
ornamentales, debido a su elevada capacidad de biocontrol contra Alternaria,

Aspergillus, Fusarium y Phoma (Marium et al., 2024).

En la mayoria de los tratamientos con cepas puras de Trichoderma spp, el proceso
de germinacioén ocurrié a partir del dia 6, lo que podria atribuirse al tratamiento pre-
germinativo que se aplicé a las semillas con cepas purificadas de Trichoderma spp.
seleccion de semillas y evaluacién de su viabilidad antes de la aplicacion del

tratamiento bioldgico.
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Figura 23.
Porcentaje de germinacion de semillas N. pallida tratadas con cepas fungicas del

género Thichoderma

4.3.2. Porcentaje de germinacién acumulada

En la Figura 24 se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de
germinacién acumulada al dia 18 de evaluacion. El tratamiento IN4E, alcanzo 98
%, lo que indica alta viabilidad de las semillas, solo limitada por una dormancia
minima propias de las semillas de especies lefiosas del bosque seco. Las semillas
escarificadas por cabras asociadas a la cepa IN4A superaron al Testigo con una
germinacion maxima al 98 %, pero no del poder de germinacion. A los 18 dias, el
tratamiento PH3.B con PG de 98 %, respecto a los tratamientos 14.b y 14.a que

obtuvieron porcentajes de 94 y 95 % al dia 22. A los 10 dias el Testigo mantuvo su
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PG de 60 %, con respecto al tratamiento 13.B que alcanzo un PG de 10 % a los 11

dias, muy por debajo de los demas tratamientos bioldgicos.
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Figura 24.
Porcentaje de germinacion acumulada de N. pallida con cepas pretratadas de

Trichoderma spp.

4.2.3. Porcentaje de germinacion diaria

En la Figura 25 se observa que los 6 primeros dias fueron decisivos en la
germinacion de Neltuma pallida, debido a que presentaron raices y cotiledones
formados completamente. La cepa IN4E alcanzo un porcentaje de germinacion
maximo al 35 % mayor que la cepa PH3.B que solamente llego a alcanzar el 30 %
de GE en el mismo dia. En el dia 10 fue donde mas semillas germinaron siendo el
pico mas representativo para la mayoria de los tratamientos, resaltando al Testigo

con el 45 % del tratamiento PH1B llego a alcanzar el 10 % de GE.
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Cluster 1 Cluster 2
e £n
g-n' 1 ya §LD
ER - UA 3% "
g"c' - A § TESTCO
s 1 - NS '
i & é = E
S0 aweoe . oaeraeaa &4
¢ 3 10 Soi. 15 N 0 5 10 i 1
Cluster 3 Cluster 4
ETI* z*:
g“‘ u; s ga:
5 ] - EE 53: 'l
g-‘:' ip E» e
3 -~ mic 3 Y
E 1t -~ B3 E“. A
g‘ S0 veeed e
10 1E 0 10 1€ 2
das das
Cluster 5
Fow
gd(-
E ? \ "
" I\ = A
§w {1 - IME
gy \
E R m——
v BE-Bg o =9 &
° 10 s b} 2
Figura 25.
Porcentaje de germinacion diaria de N. pallida con cepas pretratadas de
Trichoderma spp
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Figura 26.
Velocidad media de germinacion de N. pallida con cepas pretratadas de

Trichoderma spp.
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En la Figura 26 se observa las mayores velocidades de germinacion que se
alcanzaron con los tratamientos IN4E, IN4A y PH3.B, con valores de 3.13, 3.06 y
2.98 respectivamente, comparados con el testigo que tuvo una VMG de 1.62. Los
tratamientos 13.B, 14.B, IN4B, 15.A y PH1B no mostraron diferencias significativas

con el testigo.

El tiempo medio de germinacion (TMG) sefiala el tiempo medio que transcurre
desde el comienzo de la germinacion hasta la ultima semilla que ha germinado,

mas el tiempo de resistencia a la germinacion.

Tabla 13.
Parametros calculados para las semillas en funcion a los tratamientos biolégicos
aplicados.
Tratamientos TMG (dias) UG (dias) VG (%)
13.a 8.24 0.29 2.23
13.B 9 0.38 0.38
14.a 11.56 0.05 2.18
14.b 12.71 0.04 4.34
14.B 8.19 0.39 0.67
15.A 8.4 0.41 1.74
15.B 8.44 0.32 2.98
IN4A 8.62 0.19 8.43
IN4B 8.2 0.34 1.62
IN4D 10.23 0.13 1.9
INAE 8.41 0.22 5.01
PH1B 8.94 0.35 0.32
Ph1c 8.13 0.29 1.92
PH3.B 9.01 0.14 2.26
TESTIGO 9.47 0.79 1.21

TMG: Tiempo Medio de Germinacion; UG: Uniformidad Germinativa; VG: Valor
Germinativo.

En la (Tabla 13) se puede apreciar que el tratamiento 14.b presenta un tiempo
promedio de germinacion de 12.17 dias; durante este periodo, el porcentaje de
germinacion fluctuaba entre el 10 y el 15 %, siendo este tratamiento el que tenia un
TMG superior. Los tratamientos IN4B y Ph1c tuvieron el tiempo de germinaciéon mas
corto con 8.02 y 8.13 dias respectivamente, destacando la cepa IN4E en el periodo
de tiempo de germinacion entre el 40 y el 46 % de semillas, lo que reflejo el
rendimiento mas alto. Por lo tanto, es posible afirmar que los tratamientos PH3B y
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INAB experimentaron tiempos medios de germinacidn mas cortos y mostraron
porcentajes de germinacion superiores. Esto indica que los Trichoderma spp.
inoculados en semillas pretratadas promueven la germinacion, lo que es

coincidente con Santana et al., (2016); Gonzales et al., (2006).

La Uniformidad Germinativa (UG) sefiala cuan uniforme es la germinacion en cada
uno de los tratamientos. Asi se tiene que el tratamiento 14.b tuvo un valor de 0.04
dias, lo que indica que, en el rango de 9.2 a 13.5 dias (15 dias) germinaron
aproximadamente 18 semillas. Este bajo porcentaje de germinacion en un periodo
corto indica que diariamente germinaban 1 o 3 semillas, por la razén de que estas
semillas, al momento de la siembra, no se tuvo el contenido de humedad adecuado.
El valor para las semillas que fueron tratadas (PH3.B), fue el tratamiento con mayor
porcentaje de germinacion, de 18 dias, el cual indica que del total de semillas
germinadas en este tratamiento 55 lo hicieron en un intervalo de tiempo de 12.5 a
15.2 dias (22 dias).

A si mismo, el (T) testigo represento el tratamiento con mayor UG con 0.79. Esto
quiere decir que, de las 60 semillas que germinaron con este tratamiento, 28 lo
hicieron en un intervalo de tiempo de 5.8 a 10.6 dias (22 dias). Se puede decir
entonces que, las semillas sin ningun tratamiento (T) presentan menor rango de
tiempo (10 dias), comparado con los demas tratamientos pre-germinativos, los
cuales presentan tiempos mayores; el T (testigo) es el menos uniforme en su

germinacién y presentando bajo poder de germinacion.

Lo obtenido concuerda con la respuesta germinativa observada por Altomare et al.,
(1999); Valencia et al., (2005); Yedidia et al, (2004). Donde Thichoderma spp.
estimulan la germinacion al producir zeaxantina y giberelina, es decir, compuestos
que generan una mayor uniformidad en la germinacion. La uniformidad y capacidad
germinativa de semillas pretratadas con hongos del género Thichoderma
obtuvieron la capacidad de disolver la testa de la semilla, sin afectar el endocarpio,
lo cual facilita la emergencia del embrion (Delgado et al., 2010).

En relacion con los resultados del Vigor Germinativo (VG), que es un indicativo de

la cantidad promedio de semillas que germinaron por dia expresados en porcentaje,
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se observa que las semillas tratadas con cepas fungicas de Trichoderma spp. la
cepa que represento con un valor alto fue IN4E con valor 5,01 % mayor a los valores
germinativos de los demas tratamientos. Esto indica que cada dia germinan 5,1
semillas. A si mismo, este tratamiento aplicado a semillas de N. pallida. Mejora la
velocidad de germinacion (Valor germinativo) por dia; dado a que los hongos del
género Thichoderma ablandan el tegumento y endospermo de las semillas duras,
tal como afirman Sanchez et al., (2005); Pérez et al., (2016) y Gonzalez et al.,
(2018). A si mismo, muchos Trichoderma spp. cepas producen acido gluconico,
citrico y cumarico, lo que provoca la liberacion de iones de fésforo y
microelementos, que posteriormente quedan disponibles para las plantas (Yedidia
et al., 2004).

Los mejores tratamientos pregerminativos biolégicos de semillas de N. pallida.
Fueron aquellos que obtuvieron porcentajes altos de germinacion (PH3.B, IN4E,
14.a, 14.b y IN4A) con porcentajes mayores al 90 %. Del mismo modo, la cepa que
mas destaco fue IN4AE con un porcentaje maximo de 98 %. A si mismo, estos
tratamientos fueron los que presentaron mayores tiempos medios de germinacion
en un intervalo de 8.41 a 12.71 dias. De igual forma, el tratamiento con la cepa
fungica IN4E produjo la germinacibn mas uniforme, con una uniformidad

germinativa de 18,0 dias y con un mayor vigor germinativo de 5,1 %.

4.2.5. indice de Germinacién

En la Figura 27, el IG representa es el resultado de la germinacion relativa de las
semillas en relacion con el crecimiento relativo de la raiz. Representa un indicador
de la interaccion de los factores que promueven o inhiben la germinacion, asi como
de los respectivos factores que favorecen o impiden el crecimiento de la radicula.
Este indice expresa tanto el porcentaje de semillas germinadas como el porcentaje
de crecimiento que alcanza la radicula durante el bioensayo. Los resultados
obtenidos muestran que el tratamiento 13.B presento el IG mas bajo (0.9), mientras
que los demas tratamientos obtuvieron valores superiores a 12. 01. Al considerar
el promedio de los valores del IG de los tratamientos 14.B, I5.A, INAB y PH1B (1.22),

el IG del Tratamiento 13.B representa aproximadamente el 10 % de dicho promedio.
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Figura 27.
Evaluacion de las respuestas bioldgicas (indice de germinacién) de semillas de N.

pallida y Trichoderma spp.

4.2.6. Porcentaje de coeficiente de Tinsom

En la Figura 28, los resultados obtenidos indican que el tratamiento INAE mostro un
PCT superior al 65 %, lo que indica la velocidad y uniformidad en el proceso de
germinacion, en comparacion con otros tratamientos que se lograron obtener. El
tratamiento Ph1c registré un valor maximo de 42.59 %, aunque fue inferior al
tratamiento IN4D que logré un valor maximo de 35.41 %, pero no superoé al Testigo
que alcanz6 un maximo de 36.91 %, respectivamente. Por lo tanto, los elevados
niveles en PCT sefialan tratamientos bioldgicos (semillas + hongos) beneficiosos,
lo que sugiere que Trichoderma ssp. fue beneficioso para las semillas, en cambio,
los tratamientos con bajo PCT estarian asociados a cepas poco eficaces en el

proceso de germinacion de N. pallida.
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Figura 28.

Evaluacion de las respuestas bioldgicas (coeficiente de Tinsom) de semillas de N.

pallida y Trichoderma spp.
4.3. Aislamiento y caracterizacion morfolégica del Genero Trichoderma

Se obtuvieron doce aislados, en la Estacion experimental del INIA (distrito de
Corrales), donde se encuentra un banco de germoplasma de algarrobo (IN4E,
IN4A, 14.b, 12.A, 15.B, IN4B, I13.B, 14.B, 15.A, IN4D, 14.a, 13.a), tres en el distrito de
Pampas de Hospital-Sector Pueblo nuevo (PH3.B, Ph1c, PH1B). En San Juan de

la Virgen no se encontraron especies del género Trichoderma.

Todos los aislamientos mostraron las caracteristicas morfolégicas propias del
género Thichoderma (hifas septadas, ramificadas, conidiéforos y pequefios
conidios dispersos o agrupados) (Figura 29). Ademas, todos los aislamientos
lograron cubrir completamente la superficie del medio PDA en la placa Petri de 90
mm luego de 3 dias de incubacién a 28 + 2 °C, a excepcion del aislado 1.4b que

presento un crecimiento lento de 10.70 mm (Tabla 14).
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Tabla 14.

Caracterizacion morfolégica de 15 cepas de Trichoderma spp. aisladas de la rizosfera del algarrobo en tres zonas distintas.

Aislar
Colonia Conidios Fialides
crecimiento Reolor Longitud C isti
Color GB 9 Ancho(b)  Caracteristicas Longitud (b) Ancho(b) aracteristicas
(a) cadigo (b)
PH3.B 31.57 £1.90 verde selva #1C352D 2.97+0.73 2.51+0.16 subglobosa 8.93+0.94 3.55+ 0.51 lageniforme
INAE 28.85 + 0.83 verde #4B5320 2.44+046 2.36+0.39 subglobosa 6.64+1.79 298+0.62 amouliforme
ejercito
IN4A 29.50 £ 0.95 verde #617C58 1.95+0.09 1.85+0.47 elipsoidal 752+1.04 3131017 lageniforme
avellana
14.b 10.70 £ 1.10 verde lunar #3C493A 2.58+0.48 252+0.48 elipsoidal 7.32+124 37709 baciliforme
12.A 32.54 + 0.62 verde selva #1C352D 2.21+0.55 2.12+0.55 subglobosa 720+0.78 3.59+0.29 leganiforme
ovoide
Ph1c 26.47 £ 0.49 verde #78866B 1.67+0.08 1.61+0.35 elipsoidal 6.45+0.92 245%0.25 ampuliforme a
camuflaje leganiforme
15.B 28.54 £ 0.84 verde lunar  #354133 3.35+0.93 247 +0.57 subglobosa 7.62 £ 0.21 3.35+£0.16 Lageniforme
INAB 27.38 £ 1.10 verde rifle #414833 2.94+0.08 2.51+0.49 Elipsoidal 8.41+1.21 3.56+ 0.49 Lageniforme
13.B 28.26 £ 0.58 verde lunar #3C493A 2.67+041 2.64+0.92 Elipsoidal 9.28+0.75 3.74+0.08 fusiforme
14.B 27.60 £ 0.96 verde de #1C1E13 3.52+0.55 2.56+0.85 Elipsoidal 8.36+2.17 3.48+0.72 lageniforme
rangun
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continua
15.A

PH1B

INAD

14.a

13.a

28.21+£0.87

28.17 £ 0.81

27.41+0.93

28.53+0.63

27.32+0.91

verde lunar

verde
mineral

verde rifle

verde
rangun
verde

aguacate

#354133

#3F5D53

#414833

#1C1E13

#B2C248

3.74+ 0.48

3.58 + 0.54

3.61+0.45

2.46 + 0.41

2.88 + 0.67

3.04 +1.16

2.83+0.82

297+ 0.46

243 +0.75

2.65+0.58

subglobosa a

ovoide

Elipsoidal

Elipsoidal

Elipsoidal

Elipsoidal

8.31 +1.52

8.28+ 1.12

8.84 + 0.44

8.78 + 1.68

9.64 +1.07

3.41+0.23

3.37 £ 0.51

3.31+£0.58

3.14+ 0.21

3.09+0.18

Lageniforme

cilindrica

lageniforme

lageniforme

fusiforme

a Medido en mm d-1. Los valores son medias * desviacidon estandar de tres repeticiones por cada aislamiento.

b Medido en uym. Los valores son medias + desviacion de 30

réplicas.
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Las colonias del aislado Ph1c al principio del crecimiento presentaron una
coloracién de blanco a crema, a los 7 dias posteriores variaron a verde camuflaje,
con fialides ampuliforme de 6.45 + 0.92 x 2.45 + 0.25 ym de largo y ancho. Los
conidios eran elipsoidales y midieron 1.67 + 0.8 x 1.61 £ 0.35 ym en promedio
(Tabla 14). El aislado IN4E produjo conidiéforos verde claro y amarillento que
crecieron de manera dispersa por toda la placa con pigmento amarillo secretado
(Figura 29 a). El cultivo monospdérico de 3 dias de edad tenia fialides ampuliformes
con una longitud y un ancho promedio de 6.64 + 1.79 x 2.98 £ 0.62 ym y los conidios

eran sudglobosos con medidas promedio de 2.44 + 0.46 x 2.36 £ 0.39 ym.

El aislado PH3.B obtuvo un crecimiento rapido a las 72 h, produciendo colonias de
color verde selva con micelios aéreos blanquecinos, compactos y sin
pigmentaciones en el reverso de la placa (Figura 29 b). El examen microscopico
revelo fialides lageniformes de 8.93 £ 0.94 x 3.35 £ 0.51 um de largo y ancho. Los

conidios eran subglobosos con un largo de 2.97 + 0.73 x 2.51 £ 0.16 ym.
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Figura 29.

Caracteristicas morfologicas de especie de Trichodermas: A) T. harzianum - IN4E,
B) T. viride - PH3.B, C) T. asperellum - IN4A D) T. virens - PH1B E) T. atroviride -
12.A; Cada columna representa los siguiente: 1) cultivo de agar dextrosa de papa
(PDA) después de 3 dias de incubacion a 28 °C, 2) conidiéforos, y 3) conidios de
cada especie de Trichoderma observados bajo un microscopio éptico con aumento
de 400x.
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4.4. Caracterizacion molecular hongos del género Thichoderma

Las 5 cepas fungicas purificadas de Thichoderma que tienen la mayor eficacia en
la germinacion de semillas de N. pallida se determinaron a partir de las secuencias
de los amplicones, a través del estudio del programa BLAST nucleotide y a través
de la comparacién de secuencias adquiridas, tomandose en cuenta el nombre
cientifico (clasificacion taxonémica), Max Score (Puntaje alto de secuenciacion),
Total Score (Suma de puntajes — calidad del alineamiento), Query Cover (Métrica —
secuencia alineada), E value ( significancia del alineamiento), Per. Ident (Porcentaje
de identidad), Acc Len (Longitud de la secuencia/tamano del material genético),
Accession (Enlazado a una base de datos) (Tabla10). Las especies identificadas

pertenecen al género Trichoderma.

Las especies identificadas en este estudio pertenecen al grupo de hongos del
género Trichoderma (Trichoderma viride, Trichoderma harzianum, Trichoderma
asperellum, Trichoderma atroviride, Trichoderma virens) (Tabla 15). Estudios
también reportan que estas especies son las mas destacadas en la rizosfera de

plantas forestales (Romero et al., 2008; Llacsa, 2016; Marium et al., 2024).

Tabla 15.
Identificacion molecular de hongos del género Thichoderma mediante

secuenciacion parcial del gen espaciador transcrito interno (ITS).

Cédigo Nombre Max  Total Query E Per. Acc. Accession
Cientifico Sco Score Cover val Ident Len
re ue
PH3.B Trichoderma 952 952 100% 0 99.81% 602 MF495372.1
viride
INAE Trichoderma 101 1013 100% 0 99.28% 653 KR856225.1
harzianum 3
INAA Trichoderma 140 1402 100% 0 99.74% 765 KU341014 .1
asperellum 2
2. A Trichoderma 952 952 100% 0 99.81% 587 KT852829.1
atroviride
PH1B Trichoderma 114 1149 100% 0 99.68% 628 MW741898
virens 9

Si bien, existen pocas evidencias de microbiota en la rizosfera del N. pallida (Ortega
et al., 2004; Talbi, et al. 2016; Gémez et al., 2013; Aban et al., 2017), varias
investigaciones indican la identificacion de ciertos hongos del género Trichoderma

en otras especies Forestales, como Guayacan (Handroanthus serratifolius) (Santos
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et al., 2020), Algarrobo (P. juliflora), Leucaena (L. leucocephala), coralitos de Cuba
(A. pavonina) (Marium et al., 2024), guayacan (Tabebuia Chrysantha y billbergi)
(Llacsa, 2016).

Ademas, estos hongos juegan un papel crucial en la germinacion temprana de las
semillas y el crecimiento de las plantas; tal es el caso de T. harzianum por su
funcién de generar (auxinas, giberelinas y citoquininas), las cuales resultan
beneficiosas en la fase inicial de la germinacion (Altomare et al., 1999; Valencia et
al., 2005). Asi mismo, Thichoderma spp. También posee la habilidad de disolver
fésforo y producir la hormona acido indol acético (Chagas et al., 2017; Braga, 2019;
Bononi et al., 2020). Adicionalmente, ciertos biocompuestos generados potencian
el sistema inmune de las plantas e impiden la aparicion de fitopatogenos, lo que
constituye un beneficio para las nuevas plantulas (Guillén et al.,, 2006). Esto
evidencia, el crucial rol que desempefian los microorganismos durante las primeras
fases del ciclo vital de las especies vegetales, mediante interacciones bidticas como
el mutualismo (Sieber, 2007). Componente crucial para la recuperacién de especies

forestales en riesgo critico del bosque seco, tal como sucede con N. pallida.

Este estudio, es de gran relevancia ya que proporciona los primeros datos de
hongos detectados en N. pallida del género Trichoderma en la region, que podrian
tener un impacto en el ecosistema bosque seco. Por lo tanto, se requieren mas
investigaciones sobre su mecanismo de accion y su uso como una opcién ecoldgica
para el medio ambiente; de manera que se promuevan plantaciones forestales
seguras y libres de enfermedades, lo cual beneficia a las poblaciones locales que
dependen en su gran mayoria del bosque seco y en especial a la especie simbdlica

N. pallida de la costa norte de Peru.
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1.

V. CONCLUSIONES

En la escarificacion bioldgica con (Capra hircus) se recuperaron 3,4 % de
semillas de Neltuma pallida. Este rendimiento es numéricamente
significativo, equivalente a 8500 semillas por hectarea en un algarrobal
denso.

De la rizosfera de Neltuma pallida se obtuvieron selectivamente un total de
70 aislamientos en medio general PDA, de los cuales 15 cepas de
Trichoderma spp. presentaron morfologia perteneciente a la especie,
determinandose sus caracteristicas macro y microscopicos particulares.
Todas las cepas de Tricoderma spp. identificadas morfolégicamente tuvieron
un efecto en la germinacion de semillas de Neltuma pallida. Presentando un
mayor potencial de estimulacion en los porcentajes de germinacion
alcanzados del 98 %. Estas caracteristicas representan una enorme
posibilidad para la reproduccion asistida de esta especie en peligro y la
recuperacion de las poblaciones naturales a largo plazo, lo que podria
resultar en una posible reduccion de los costos productivos a nivel de
plantacién y equilibrio del ecosistema.

Las cepas fungicas de Trichoderma spp. con mayor potencial en la
germinacion fueron identificadas empleando técnicas moleculares, mediante
analisis de secuencia parcial del Gen espaciador transcrito interno ITS, la
identidad cercana al 100% pertenecieron a las especies (T. viride, T.

harzianum, T. asperellum, T. atroviride, T. virens).
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V. RECOMENDACIONES

. Efectuar un analisis metagendmico de la rizosfera de N. pallida, con el objetivo
de establecer el nivel de diversidad genética y la distribucidn de la poblacion total

de microorganismos existentes con especial énfasis en el de hongos.

. Realizar experimentos de germinacién y crecimiento de plantulas de algarrobo
con los Trichoderma spp. aislados, tanto a nivel de vivero como en campo

definitivo en mayores periodos de tiempo

. Evaluar el potencial de los Trichoderma spp. en la fitorremediacion de los

suelos afectados por actividades mineras y/o petroleras.

. Determinar los metabolitos sintetizados por los Trichoderma identificados, para

su posible uso en la industria textil y en la agricultura organica (control biologico).
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VIIl.

ANEXO 1. Datos evaluados de germinacion.

ANEXOS

8.1. Datos de parametros de germinacion

T R %PG VMG TMG IG  %CT UG AP LrAIZ \Y,

R1 80 276 7.75 6.20 55.45 0.257 20.54 10.69 1.76

BA R2 76 241 837 6.36 50.55 0.278 23.48 13.14 2.35
R3 76 235 858 6.52 49.82 0.294 2253 13.82 2.37

R4 80 255 8.25 6.60 53.64 0.324 22.47 13.62 2.45

R1 64 2.08 819 5.24 43.09 0.274 1535 19.10 1.88

PH1C R2 64 2.04 825 5.28 4291 0.327 14.45 2325 2.15
R3 60 1.94 820 4.92 4036 0.286 15.26 21.09 1.93

R4 64 2.16 7.88 5.04 44.00 0.287 13.33 20.05 1.71

R1 96 2.34 1196 11.48 48.18 0.042 14.13 27.77 3.77

b R2 92 2.01 13.52 12.44 39.64 0.037 1566 31.34 451
R3 100 2.28 12.72 12.72 46.73 0.040 14.35 3320 4.76

R4 92 2.08 12.65 11.64 43.27 0.047 14.26 33.00 4.33

R1 100 2.43 12.00 12.00 50.00 0.043 14.90 1894 2.82

s R2 92 2.28 11.87 10.92 46.55 0.044 12.72 13.42 1.57
R3 88 225 11.23 9.88 47.09 0.054 1158 17.68 1.80

R4 96 2.43 11.13 10.68 51.82 0.054 14.79 17.93 2.55

R1 60 1.81 880 5.28 38.73 0.226 2155 1154 1.49

IN4D R2 64 1.66 10.25 6.56 37.09 0.124 2191 14.04 197
R3 60 1.56 10.73 6.44 33.45 0.074 21.65 15.80 2.05

R4 60 1.48 11.13 6.68 32.36 0.083 22.08 15.64 2.07

R1 96 3.15 8.17 7.84 64.73 0.180 1854 9.44 1.68

PH3.B R2 96 3.02 850 8.16 63.27 0.211 20.59 9.90 1.96
R3 100 294 9.44 9.44 61.64 0.088 2059 1294 2.66

R4 100 2.82 9.92 9.92 59.45 0.087 20.57 1324 2.72

R1 24 073 867 2.08 15.64 0.281 11.83 10.62 0.30

PH1R R2 24 075 833 2.00 16.00 0.450 11.93 11.40 0.33
R3 24 066 9.50 2.28 14.73 0.387 12.17 12.70 0.37

R4 16 0.45 9.25 1.48 10.00 0.271 12.25 13.55 0.27

R1 20 0.61 860 1.72 13.09 0.329 20.51 4364 1.79

5 A R2 20 060 860 1.72 13.09 0.446 21.01 3392 1.43
R3 200 058 9.00 1.80 12.73 0.417 2151 4226 1.82

R4 20 0.70 7.40 1.48 14.18 0.446 21.62 4454 193

R1 100 2.92 9.16 9.16 62.91 0.193 2390 4062 9.71

INAA R2 100 3.24 8.44 8.44 66.18 0.160 21.38 34.15 7.30
R3 96 3.04 854 8.20 63.09 0.167 2156 36.34 7.52

R4 96 3.06 833 8.00 64.00 0.247 23.61 4051 9.18

R1 100 3.08 856 856 6564 0304 19.34 2855 552

INAE R2 100 3.32 836 836 66.55 0.123 18.34 2533  4.65
R3 92 297 822 7.56 61.82 0.256 18.06 26.01 4.32

R4 100 3.17 8.48 8.48 66.00 0.208 19.25 28.82 5.55

106



14.B

13.B

IN4B

I15.B

TESTIGO

R1
R2
R3
R4
R1
R2
R3
R4
R1
R2
R3
R4
R1
R2
R3
R4
R1
R2
R3
R4

16
16
12
16
16

(o]

24
24
28
24
80
84
76
84
60
64
56
60

0.49
0.53
0.39
0.49
0.46
0.27
0.18
0.28
0.79
0.74
0.90
0.77
2.40
2.71
231
2.69
1.62
1.71
1.48
1.66

8.50
7.75
8.00
8.50
9.00
8.00
11.50
7.50
8.00
8.50
8.14
8.17
8.75
8.14
8.63
8.24
9.47
9.50
9.64
9.27

1.36
1.24
0.96
1.36
1.44
0.64
0.92
0.60
1.92
2.04
2.28
1.96
7.00
6.84
6.56
6.92
5.68
6.08
5.40
5.56

10.55
11.09
8.18
10.55
10.18
5.45
4.18
5.64
16.36
15.82
18.91
16.18
51.82
56.73
49.64
56.36
36.91
39.27
34.00
37.45

0.364
0.457
0.375
0.364
0.400
0.250
0.444
0.444
0.333
0.343
0.336
0.356
0.314
0.336
0.325
0.301
0.690
0.889
0.920
0.654

16.32
16.54
17.34
17.03
19.05
16.86
18.21
19.41
23.63
24.00
22.80
23.64
20.99
20.59
19.75
19.53
8.76
7.83
8.93
9.02

25.32
22.88
29.45
29.36
21.32
19.88
19.76
20.00
26.37
27.83
28.02
28.16
20.84
20.65
15.61
15.42
23.43
24.01
22.06
23.83

0.66
0.61
0.61
0.80
0.65
0.27
0.29
0.31
1.50
1.60
1.79
1.60
3.50
3.57
2.34
2.53
1.23
1.20
1.10
1.29

*T=Tratamiento

*R= Repeticidn

*%PG= Porcentaje de

germinacion

*VMG= Valor medio de

germinacién

*TMG= Tiempo medio de

germinacién

*1G= indice de

germinacién

*%CT= Porcentaje de coeficiente de

Tinsom

*UG= Uniformidad de

germinacién

*AP= Altura de

planta

*LRraiz= Longitud de

raiz

*IV= [ndice
de vigor
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.2. Registro diario de numero semillas germinadas
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ANEXO 2. Componentes de Extraccion de ADN y PCR

1. El Conjunto de reactivos para la PCR contenia las siguientes concentraciones

finales:
Componente Concentracion Final
Buffer Taq 1X (Thermo Scientific)

Taq DNA Polimerasa Recombinante

1 U (Thermo Scientific)

MgClI2 2.5 mM (Thermo Scientific)
dNTP's 0.2 mM

Primer ITS1 e ITS4 0.6 pmol de cada uno
ADN 2 ul

Agua Ultra Pura

Para alcanzar un volumen final de 25 pl

2. La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador de la marca FOUR E's
Scientific bajo las siguientes condiciones de ciclo:

Etapa Temperatura Tiempo
Pre-desnaturalizacion 94° C 6 min
Desnaturalizacion 94° C 30s
Alineacion 54° C 45s
Extension 72° C 45s
Elongacion final 72° C 5 min
Numero de ciclos - 35 ciclos

3. Componentes utilizados en la preparacion del gel de agarosa, electroforesis.

Componente Cantidad Descripcion

Agarosa 2249 Utilizado para preparar el gel.

Solucion TAE 120 ml Buffer para preparar el gel.

Bromuro de etidio 6 ul Intercalante para visualizar el ADN en
el gel.

Tampodn de deposito 2 pl Se usa para cargar los amplicones en

(bromofenol azul) los pocillos.

Amplicones 8 ul ADN amplificado por PCR que se

analiza en el gel.

Marcador de peso molecular

Sirve para estimar el tamafo del
amplicon.
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ANEXO 3. Secuencias de nucleétidos de las 5 cepas promisorias del Género
Trichoderma, aisladas de la rizosfera.

PH3B
CCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGC
GTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTA
TTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGG
TCGGCGTTGGGGACTTCGGGAACCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCTAAATATAGTGGCGGTCTCGCCGCAGC
CTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTC
TGAAATG

Nucleotide Statistics:

Length: 518 bp

Rough Tm: (restricted)

Molecular weight:
ssDNA: 159.531 kDa
dsDNA: 320.101 kDa

MI%

Stsbp

Freq %
A: 124 23.9%
C: 159 30.7%
G: 129 24.9%
T: 106 20.5%
GC: 288 55.6

O oo
o

All:518 100.

IN4E
CGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGLCCCGLLGaE
AGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTC
GTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCNGTGAATCATCGAATCTTNNAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGAT
CGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTT
TGCACACTCGCATCGGGAGAGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGAT
CAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

Nucleotide Statistics:

Length: 557 bp

Rough Tm: (restricted)

Molecular weight:
ssDNA: 171.771 kDa
dsDNA: 344.201 kDa

Freq % % non-ambig
A 122 21.9% 22.0%
C: 162 29.1% 29.2%
G: 146 26.2% 26.4%
T 124 22.3% 22.4%
N: 3 0.5%
GC: 308 55.6% 55.6%

All:557 100.0%
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IN4A

AGGAAGTAAAAAACGTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCA
AACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCA
GGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTATTTCTTTACAGCTCTGAGC
AAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTAT
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGGGGATCGGG
ACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCTAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCA
CAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCA
GGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAAGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAA
CCGCGAGTGAAGCGCCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCCCTCCGGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGAT
GCTTTTGGTGAGGTGCCGCCCGAGTTCCCTGGAAC

Nucleotide Statistics:

Length: 765 bp
Rough Tm: (restricted)

Molecular weight:
ssDNA: 236.170 kDa
dsDNA: 472.721 kDa

Freq %
A: 198 25.9%
Cc: 215 28.1%
G: 196 25.6%
T: 156 20.4%
GC: 411 53.7

O oe
o

All:765 100.

I2.A

CGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCG
TCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTA
TTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGEG
TCGGCGTTGGGGACCTCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAACTACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGC
CTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTC
TGAAATG

Nucleotide Statistics:

Length: 518 bp

Rough Tm: (restricted)

Molecular weight:
ssDNA: 159.533 kDa
dsDNA: 320.105 kDa

Freq %
A: 122 23.6%
C: 161 31.1%
G 131 25.3%
T: 104 20.1%
GC: 292 56.4%

All:518 100.0%

PH1B

ATGTGACGTTACCAAACTGTTGCCTCCGCAGGATCTCTGCCCCCGGTGCGTCGGACCCCCCGACCAAGGTACC
CGCCGGAGGACTATCCAAAGTTCTTACTGAATACCCCCTCGCGGGTTTTTTACTATCTGACCCATCTCGGCGC
CCCTCGTGGGCGTTTGAAAAACGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAATAATAAA
ATCTTTAAATGCAATAAGTAATGTGAATTGTTCAATTCAGTGAATCATGTAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTG
GGGATCGGCCCTTTACGGGGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGGAGTAGGT
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TGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCCCAGCCGTTAAACCCCTCAAACTTCTAAAAAGAGTCCCCCAC
GGCATATTGATATGCTCCGAGACCTCAGCGATAAGAAACGGAACTGTTCCTCAGGTTATTGATGTGGCGCACC
GTAAGCAAACGAACGGTTTCTTCCTTTAGTTAATTGCCAGGCGG

Nucleotide Statistics:

Length:

A 142
C: 184
G: 153
T: 149
GC: 337
All:628

% Freq

628 bp
Rough Tm:

(restricted)

Molecular weight:
SsDNA:
dsDNA:

193.380 kDa
388.064 kDa
%
22.6%
29.3%
24.4%
23.7%
53.7%
100.0%

Figura 30.

Georeferenciacion y seleccion de ejemplares N. pallida para muestreo

112



Figura 31.

Ejemplares de N. pallida en el bosque seco de Tumbes

Figura 32.

Captura de hongos del género Trichoderma. A) Trampa de arroz sembrada al
costado de la raiz de Neltuma pallida. B) Colocacién de vaso hasta la mitad. C)
Coleccion de Trampas rotuladas después de 7 dias
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Figura 33.

Diversidad de hongos de la rizosfera de N. pallida creciendo en medio de cultivo
PDA.

v . — —

Figura 34.

Purificacion de cepas obtenidas, género Trichoderma
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Figura 35.

Obtencion de cepa pura (Trichoderma spp.) y caracteristicas macroscopica

Figura 36.

Prueba de tincién, deteccion de Trichoderma spp. A) Marcando 10 ug en cinta
transparente. B) Tincion de Trichoderma spp. con Azul de metileno con el uso de
laminas cubre y porta objetos
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Figura 37.

Estructura de Trichoderma spp. visto en Microscopio a 400X.

Figura 38.

File Edt Font Resulls

Caracterizacion morfolégica a través de microscopia
estructuras y formas. B) Mediciones de estructuras.

Software.
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|Area [Mean  [Min  [Max  Angle |Length
1 33780 122063 93667 153 0 59274
2 20395 108558 85598 132222 1818 35582
: 9758 107635 90617 129667 -1878 34454
. 4022 109132 93667 123457 -1332 24281

simple. A) Caracterizar
C) Datos Extraidos de



Figura 39.

Recoleccion de material genético, frutos de Neltuma pallida

Figura 40.

Sistema silvopastoril, Capra hircus: utiliza frutos de algarroba como parte de su
dieta en el bosque seco y comparte sitio con N. pallida para su supervivencia
conjunta de ambas especies
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Figura 41.

Alimentacioén con pasto de corte Cuba algarrobo 22

Figura 42.

Alimentacion con frutos de algarrobo (Neltuma pallida)
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Figura 43.

Semillas recuperadas de Capra hircus por endozocooria.

Figura 44.

Tratamientos pre-germinativos con Trichoderma spp. en semillas de N. pallida.
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Figura 45.

Germinacion de semillas inoculas con cepas puras Trichoderma spp.

Figura 46.

Evaluacion de parametros de germinacion y efectividad de cada cepa pura de
Trichoderma spp
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Figura 47.

Caracteristicas morfolégicas de Trichoderma spp.
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Figura 48.

Mapa de ubicacion de tres distritos de Tumbes y puntos georrefencia de obtencion de muestras (N. pallida)
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