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and PCR. Six treatments were evaluated under
field conditions. Trichoderma spp. was applied
with a cancentration of 1x10° CFU on the crown of
the plant with added raquis. Results indicated thal
treatment 1 {Trichoderma T1 strain) aller 6 months
reached G36 ¢m (20% increase in compare to the
second treatment); and 1385 em (27,5% increase
in compare 1o second Lreatment) after 18 months.
Treaument 1 also registered a dry ront weight of 105
£ whichwas 47% higher than the second treatment.

We could conclude that Trichodermea aspercitum
combined with raquis, has a pasitive effect over the
Tongitude and dry raal weight in ol paln roots.

Keywords: Roots, 0l Palm, Trichaderma aspereltum.
1.INTRODUCCION

Uno de los principales problemas agronémicos del
cultive de palma aceitera (Elacis guineensis [.), en
algunas zonas productoras del Bcuador; es el escaso
desarrallo de raices debidn a causas bidticas [plagas
comn Sagalassa valida, Dysmicoccus  brevipes,
Neolecanium  silverai, enire otros) y/o causas
abidticas [fertilizantes mal aplicados, herbicidas
¥ otros agroquimicos en dosis inapropiadas, altas
temperaturas, etc.)

fl uso de raquis (racimo sin frulo) alrededor
de las palmas, es una préclica comén para el
cultivo. Entre otras ventajas, ayuda a disminuir
significativamente la incidencia del harrenador de
la raiz (Sagalassa valida), vegula las poblaciones
de la plaga por periodos prolongados, aumenta
de manera considerable los microorganismos
benéficos de la rizésfera, e incrementa el volumen de
raices. [1] Fl raquis aplicado a Ia corona de la palma
aceitera estimula la generacién de raices Lerclarias
y cuaternarias, indispensables para la absorcién de
aguay nutrientes. [2] Aunque esta practica puede ser
costosa ofrece muchos beneficios a quienes pueden
optar por este residuo de la palma,

Por ofro lado, se conoce que Trichoderma es
un hongo sapréfito de vida libre comdn en los
ecosistemas del suelo, capaz de inleractuar con
raices y tejido foliar vegetal. [3] Fs un excelente
controlador binlégico de patdgenos del suelo, [4]
pues actda como hiperparésito competitivo, ya
que produce metabolitos antifiingicos y enzimas
hidroliticas que degradan la pared celular de hongos

patbgenos. Trichoderma, es 4vido por materia
organica. sin la cual es dificil que se establezca en
el suelo para cumplir sus funciones, y mediante
la descompusicién de materia organica, lihera
nutrientes en formas disponibles para la planta, [5]
gracias a su actividad solubilizadora de fostatos [6]
ya la produceion de deido 3-indol acético, sustancia
promotora del desarrollo del sistema radical. [7]
Adicionalmente, Trichoderma actia de manera
similar a las bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPR, por las siglas en ingles), produciendo
la enzima 1-aminocyclopropane-1-carboxylicacid-
deaminase (ACCD), la misma que interliere en Ta
hiosiiesis de etilena promaviendo el desarrallo
vegelal por medin de la via de las piberelinas. [4]

S1 bien es cierto, hoy se conoce las bondades del
raquisy de Trichoderma, poco o nada e conoce sobre
el efecto de la combinacién de ambos para mejorar
el enraizamiento de la palma aceitera. Al aplicar el
Trichoderma “nativo, en combinacién con el raquis
previamente enfriado (a temperatura ambiente), el
microorganismn probablemente tendrd mayores
posihilidades de sabrevivir y establecerse en el
suelo, para potencializar el enraizamiento de la
palma gracias a una mayor produccién de raices
responsables de la nutricién y absorcién de agua.
Con un sislema radicalar més eficiente, obviamente
se espera un mejor desarrollo de la palma y por lo
tanlo una mayar contribucién en el rendimiento de
frutay aceite.

Con este anlecedente, |a Asociacion Nacional de
Cultivadores de Palma Aceitera (ANCUTA), en
conjunto con la Universidad Técnica Cstatal de
Quevedo (UTEQ), la Universidad Técnica de Manabi
(UTM) y Ta empresa Servicins para la Palma y sus
Derivados (SERPADFR S.A) Tlevaron a calio un
estudio de laboratorin y campn con los objetivos
de: ) aislar cepas nativas de Trichoderma spp. b)
caracterizar y seleccionar in vitro los aislados con
mejores caracteristicas de crecimiento, ¢ identificar
mediante andlisis molecular el aislado seleccionado
y en fase de campo: d) determinar el efecto de
la aplicacién de un formulado de Trichoderma
combinado con raquis en el desarrolln de raices de
la palma aceitera,
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Coleccifin de muestras

Duranle el primer semestre de 2010 en cinco zonas
palmicultoras de Ia provincia de Esmeraldas y Santo
Dontingo de los Teachilas (TABLA 1), se realiz la
colecta de muestras de suelo realizando agujeros
de 50 x 50 x 30 em en la rizésfera, se obtuvo cinco
submuestras de cada sitio muestreado para formar
una muestra compuesta de aproximadamente 500
gramus. Las muesiras dehidamente idenLificadas
fueron Lrasladadas en una nevera portstil al
Laboraterio de Microhiologfa de ANCUPA ubicado
en el km 37 % via Santo Domingo-Quinindé.

Talla 1 Cops natias s Trichodarma sp. aisldas y eeshnadas an
fasnde harstorin
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realin entiAeacifn marees

Aislamiento y purificacién

En el aislamiento se utilizé el medio selectivo TSM
para Trichoderma [9] enmendado con nitrato de
calelo (1 g/1I), nitrato de potasio (0,25 g/I), sulfato de
magnesio (0,25 g/), clorura de calcio (1 /1), 4cido
citrico (0,08 g/1), sacarosa (2 g/l), agar (25 /1),
sulfatn de estreplomicina (0,005 g/1), mancoveh
(0,003 g/1) y alcohal etflico (0,50 ml/T). [10] Tas
muestras de suelo ablenidas se Lamizaron y pesaron
10 g para disolverlas en 100 ml de agua destilada
estéril, la solucién madre se dispenst en medio de
cultivo TMS. Ademas se utilizé e sistema de siembra
en grumos depositando homogéneamente sobre la
superficie de la caja Petri. Las cajas se incubaron en
Ta estufa a 28 °C durante 14 dias, para luego realizar
Ia purificacién en medio de cultivo Papa Dextrosa
Agar (39,5 p/1)

Se realizaron preparados microseopicos en placas
¥ se observé las caracteristicas morfolégicas del
hongo comparéndolas con claves especializadas en
el Manual de Hongos Imperfectos de Barnett. [11]

Pruebas de crecimiento

fl crecimiento radial en mm/dfa se delermind
mediante lecturas diarias del crecimiento con la
ayuda de una regla graduada, desde el centro de la
caja Petri hasta que el hongo alcanzd las paredes
de la misma. [12] Se observé las caracteristicas de
produccién de micelio y conidias, y metabolitos
secundarios. Adicionalmente se  determing el
crecimiento radial en medio de culivo con diferentes
niveles de pH (4, 5, 6 y 7) y temperatura (20, 25, 30
¥35°0)

Identificacion molecular:

[l andlisis molecular se realizo a través del
Laboratorio de Riotecnologia de la Estacion Santa
Catalina del Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP), para lo cual se envié cultivos
monospdricos de Trichoderma. La amplificacion de
la region ITS del ADN rihosomal se realizi con los
iniciadores ITST (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG-37)
e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3). la
secuenciacién de los productos de PCR purificados
en una concentracion de 20 ng se realizé a través de
la compafiia comercial Macrogen, Inc. en Sedl, Corea
del Sur.

Multiplicacién masiva de Trichoderma:

Para la multiplicacion en sustratos orgénicos
(arrocillo y cascarilla de arroz, relacion 3:1
respectivamente], se siguié e protocolo  del
laboratorio de Microbiologia de ANCUPA, para ello
se empled 500 g del sustrato esterilizado al vapor
en dos ocasiones sucesivas durante 30 minutos a
121 °C y 15 psi. Una vz enlriado se inoculd con
40 ml de una suspension de Trichaderma con
una concentracion de 1x10" UFC. [l sustrato fue
incubado por quince dias, los primeros cinco dias
a28°°C y 65% de humedad relativa (HR), los cinco
dias posteriares a 23 °C y 50% de HR y los dltimos
cinco dias 2 18 °C y 33% de HR. Posteriormente, se
determin la concentracion mediante lectaras en la
camara de Neuhauer:

FASE DE CAMPO

Il estudio en campo se ejecutd durante el periodo
junio 2011- Enero 2013 en SERPADER §.A, ubicada
en el km 50 via Sanlo Domingo-Quinindé a una
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incremento del volumen radicular de la palma
también hasido documentada. Se demostrb el efecto
del control de la Sagalassa valide, y el aumento
de la poblacién de micraorganismos henéficos,
respectivamente. [1, 18] Ademds, el aporle de
nutrientes al suelo con Ia aplicacién de raquis es
favorecido gracias al incremento del conlenidn de
cationes intercambiables: polasio y magnesio, en un
1250% y 3000% respectivamente, [19] y favorece
ala absorcién de Potasio reflejado en el contenido
foliar de la planta, [2] y fésforo disponible en la capa
superfictal del suelo,en un 350%. Ademas, larelacién
carbona-nitrégenn (C/N) en el raquis es alta (54, lo
que favorece el establecimiento y la descompusicién
inicial por media de los hongos henélicos. [19]

1V. CONCLUSIONES

Trichoderma asperellum y Trichoderma sp. T3 (tabla
1) mostré superioridad en el crecimiento radial in
vitro, frente a las otras cepas de Trichoderma sp,
bajo condiciones especificas de crecimiento en
Tahoralorio.

Elcrecimientoin vitro delos aislados de Trichoderma
sp. fue afectado por la temperatura, debido a las
caracteristicas edafoclimaticas de origen del hongo

Fl presente estudio demuestra claramente el eleclo
posilivo en la longitud y en el peso seco de rafces
de palma, al combinar el Trichoderma asperellum
mis raquis, In cual hace gque esta combinacion
se convierla en una préclica recomendable para
aumentar el volumen radical de la palma aceitera.

Con base a este estudio se recomienda la aplicacién
de Trichoderma asperellum, coma parte del manejo
de'as mejores pricticas agronfmicas el cultivo, que
incluya fuentes de materia orgdnica {ej. raguis) para
facilitar el crecimiento del microorganismo benéfico
y asi potencializar suuso.

Fs importante enfatizar que al utilizar raquis, este
debe ser previamente enfriado a temperatura
ambiente, y colocado uniformemente, dejando una
distancia aproximata de 20 em de la hase del estipe,
y sin amontanarle, para permitir una suficiente
ventilacitin para el crecimiento microbiano henéfico
del suelo y el desarrolla radical. Se recomienda
emplear esta practica combinada principalmente
durante los tres primeros afios de crecimiento de

la palma, etapa crucial para conseguir en la planta
vigor y tolerancia  plagas, y asf acondicionarla para
una etapa segura de buena produccién de fruta.

1.as aplicaciones se pueden realizar cada sels meses,
para lograr el establecimiento del hongo en el suelo
y por I 1anlo en la rizgsfera de 1a planta.
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Fig, 1. Crecimiento radial de custeo aislados de Trichoderma alos +
dizs de racimienta in vitro enlaborstorio, Destacsnlos ailados T1 y
73 Teatamientos con iguallewra no difiecen encre 5 (Tuley 53]

1

Fig, 2. Efecm del pH ya terperatuea en ol desaeealo fn vico del
‘sislad de Trchaderma azperellim

[

Fig, 3, Crecimiento radial de custeo aislados de Trichoderma alos +
dias de crecimienta fn vitro bajo diferentes temperaturas. Tratamien®s
con iguslleta o difiecen enwe o (Tuley S5%).

El andlisis molecular se realizé al final del estudio.
Las secuencias de la regién ITS del ADN ribosomal
del aislado de Trichoderma T1 comparada con las
secuencias depositadas en el Gen Bank, a través
del BLAST, mostrd un porcentzje de homologia del
99% con las secuencias de Trichoderma asperellum
(TABLA ).

El aislado Trichoderma T1 identificado mediante
andlisis molecular como T. asperelium, se caracteriza
por no producir pigmentacién difusa en PDA, sin
presencia de olor. Se observo fidlides en espiral
con grupos de 2 a 4 con forma de botella, rectos,
ligeramente alargados en la mitad. Las conidias
fueron globosas a subglobosas u ovoides. Las
clamidosporas fueron terminales, subglobosas a
ovoides (Fig. 4). Estas son caracteristicas propias
de la especie T asperellum. [14] Esta especie es
considerada como un hongo antagonista controlador
biolégico, que protege al cultivo de los patogenos del
suelo. [3]

Fig, 4. Estructucas delhongo Trichoderma asperellam vistss en
niccostopia. Qlamisdaspars y cnidas (aquieeds)  fislides (derechs).
“humento de D07,

Con base alos resultados del estudio de laboratorio,
para la fase de campo se utilizaron los aislados T3,
T1yT2,y se consideraron las variables peso fresco y
peso seco de raices.

Longitud de raices:

Segin el Andlisis de la Covarianza (ANCOVA),
se registraron diferencias estadisticas para los
tratamientos a los 6 meses de evaluacién (Fig
5). La mejor respuesta presentd ol tratamiento
1 (Trichoderma asperellum + raquis) con 6364
cm (20% de incremento con relacién al segundo
tratamiento). Lostratamientos4, 3, 2y 5, presentaron
un menor crecimiento con 506,13, 496,64, 466,36 y
438,25 cm, respectivamente. La respuesta mds baja
en cuanto a crecimiento se present en el testigo con
319,33 cm.
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altitud 280 msnm; latitud: 0°20'00” $; longitud:
84°20°00" O; temperatura media: 2435 °C
luminosidad: 5 horas/luz/dia, humedad relativa:
70%; precipitacion anual promedio: 3071,26 mm.
£l material de palma evaluado fue el hibrido intra-
especifico INIAP-Tenera de tres afios de edad.

Diseiio estadistico

El factor en estudio fue la combinacién del raquis
y Trichaderma, Se evaluaron seis tratamientos,
combinando raquis con tres cepas nativas y una
cepa comercial (Trichoeh SWP), un Lestigo solo con
raguis y un Lestigo absoluto (TABLA 2). Se utiliz
un Disefio de Rlogues Completos al Avar (DBCA)
con cinco repeticiones, Para el analisis estadistico,
se utilizd covarianza (ANCOVA) con los datos de la
primera evaluacion de raices como covariable,

Talla 2: Tratamisntns sxalusdns on Fase de canmpe

Tratamiento Deseripeién
B Daquis 1 TL
B R + T2
3 Raquis + T8
4 Raquis + Teichoeb SWP s ligo comverial]
H Raquis sin Trichoderua (trataments coutrof]
4 Testigralisudutn

“Qgenes ders v en e 1

Aplicacion de Trichoderma

Se utiliz 5 g de sustrato con una concentracion de
1x10° UFC. Eslos se agitaron en 2 litros de agua hasta
Ta completa dispersion de las conidias en el agua
Se aplicaron 2 litros de la solucion en la corona de
cada planta, cubriendo un radio de 1,50 m desde Ja
base del estipe. Después de la primera aplicacidn se
distribuyd 250 kg de raquis alrededor de la corona
de cada planta, distanciado a 0,5 m desde la base del
estipe.

Variables evaluadas

Los pardmetros evaluados en la planta fueron: a)
longitud de raices, b) peso fresco de raices, ) peso
seco de raices, y d) porcentaje de materia seca de
raices.

Para determinar el peso fresco y peso secode raices,
se realizé un hoyo de 50 cou de ancho x 50 em de
largo x 30 cm de profundidad, a una distancia de
1,50 m desde la base del estipe. Se recolects todas las
raices presentes en el hoyo (primarias, secundarias,
terciarias y cuaternarias) de dos plantas por unidad
experimental y se registrd el peso iresco de raices
con la ayuda de una balanva digital, y para el peso
seco, las raices fueron secadas previamente en
una estufa a 75°C durante 48 horas, y después se
determin el peso sec

Para determinar Ta Tongitud de raices, primero se
midit a longitud de todas las rafces primarias secas
(R1) con una cinta mélrica, y luego la longilud de las
raices secundarias, terciariasy cuaternarias se midio
através de la metodologia propuesta por Newman.
[13] Se colocs las raices sobre una bandeja de drea
conocida, con cuadriculas de 1 cm?, para asi, contar
el mimero tatal de intersecciones entre las raices y
las cuadriculas, La longitud se determiné utilizando
la ecuacién

R2-(x N A)/TI

Ec 1l
Donde:

R2: Longitud de rafces (cm)
x: factor de correccion 1,57

N: Nimero de intersecciones (entre raices y
cuadricula)

:Area de la bandeja (cm?)

H: 1ongilud dela inea transversal dela bandeja (cm)

Lalongitad Lolal de raices se caleuls con la [Grmula:
R14R2,

T RESULTADOS Y DISCUSION

De las muestras procesadas se obtuvieron cuatro
aisladosde Trickodermaspp. (TABLA 1).El aislado de
T3 presentd el mejor crecimienta radial con 8,00 em
al cuarto dfa de evaluacién, siendo estadisticamente
igual que el aislado T1 (8,00 cm), en contraste con
los aislados T2 y TS que obtuvieron 7,17 y 7,00
cm, respectivamente (Fig. 1). Adicionalmente,
se delerming que los aislados de Trichoderma
evaluados tienen un mejor crecimiento a pH entre 5
¥7yquelatemperaturaidénea para el desarrollo del
honga est4 entre 25 y 35 °C (Tig. 2), y temperaturas
superiores a 35°C limilan considerablemente su
desarrollo (Fig, 3)
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Resumen

Elescaso desarrollo deraices debidoacausas bidticas
y abidlicas es uno de los principales problemas en
el manejo agronomico de la palma aceitera (Taeis
guincensis [acq.). Este estudio tuvo los ebjetivo:
1) aislar cepas nativas de Trichoderma spp.. 2)
caracterizar y seleccionar in vitro los aislados con
mejores caracleristicas de crecimientn, 3) identilicar
mediante andlisis molecular el aislado seleccionado
y 4) determinar el efecto de la aplicacion de un
Formulado de Trichoderma combinado con raquis
en el desarrollo de raices de la palma aceitera, Se
colectaron muestras de suelo en cuatro localidades
de las provincias de Esmeraldas y Santo Domingo
de los Tsichilas. Las pruebas de crecimiento
y caracteristicas morfolégicas en laboratorio
permilieronseleceionar Lresaislados de Trichoderme
spp- El examen de las caracleristicas morfoldgicas y
moleculares permitieron identificar al aislado T1
como Trichoderma asperelium. En fase de campo se
evaluaron seis tratamientos con un formulado de
Trichoderma spp. (1x10" unidades formadoras de
colonia) aplicado en la corana de la palma adicionada
con raquis. los resullados ohtenides mostraron
que el tratamiento 1 (Trichoderma T1) alcanzt un
crecimiento de raices de 636 cm (20% de incremento
con relacion al segundo tratamiento) a los 6 meses
y 1384 cm (27,5% de Incremento con respecto al

*Carrmpanduncia 1: Asmciridn Naional de Culivelares de Palu
Acellers, Vs Santis s g Quininlé kin 37 ¥, 1t Concandia, Sl
‘Domingo de os Jsachilas. Kouador. Teléron: +(593) 997330394, o mail
mranquillag@ancup. com

segundn Lralamiento) a los 18 meses. En relacién al
Deso seco de raices, el mismo Lralamiento registro
105 gramns (47% de incremento con respecto al
segundn Lralamiento). Se concluye que Trichoderma
asperclium combinado con raquis, tiene un efecto
positivo en la longitud y peso seco de raices de la
palma aceitera.

Palabras clave: Raices, Palma Aceilera, Trichoderma
aspercllum

ROOTING EFFECT OF Trichoderma asperelleum
IN OIL PALM CROPS

Abstract

Scarce rost development due to biotic and abiotic
causes is one of the main problems in oil palm
(Floeis gumeensis Jacg)) production. The study had
the follawing objectives 1) isnlale native strains
of Trichoderma spp. 2) characterize and select
via in vitro selection the strains with the best
growth characteristics, 3) identify the strains with
the best characteristics wilth molecular analysis
and 4) delermine the effect of Lhe application o
Trichoderma combined with raquis (leflover Irom
fruit bunch after oil extraction] on the development
of the oil palm roots. Soil samples from four oil palm
production zones in province of Esmeraldas and
Santo Domingo de los Tsdchilas where collected.
Three strains of Trichaderma spp., where selected
after growth and morphological tests in laboratory.
The T1 strain was identified as Trichoderma
asperellum using morphological characterization
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Paralasegunda evaluacitn (18 meses), se registraron
diferencias esladisticas para los tralamientos en
estudio (Fig, 6]. La mejor respuesta para erecimiento
de raices se present en el tratamiento 1 con 1384,8
em (27,5% de Incremento con respecto al segundo
tratamienLo en respuesta). T Lratamiento 4 se uhicd
enel segundo rango con 1086 em; los tratamientos 2,
35, presentaron un menor crecimiento con 955,3,
24,4y 10018 cm respectivamente. Adicionalmente,
la respuesta méas baja en cuanto a crecimiento se
presenté en el teslign con 208,5 cm
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Pesa seco de raices:

Segin e ANCOVA, se registraron diferencias
estadisticas para Ins tratamientos durante los 18
meses de evaluacién (Fig. 7). F1 mejor peso seco
de raices se presentd en el Lratamiento 1 con 105,0
gramos (47% de incremento con respecto al segundo
iralamiento en respuesta). Bl resto de tralamientos
(2,3, 4,5 y 6), lvieron una menor respuesta con
71,2,61,7,49,1,574 y 52 g respectivamente.

Fig. 7. Peso soco o gramos de ralces obtenidas on cada tratamionto
Trastan ol tratamvianta e Fanuis Ariqueckdn con s capa Trichadermn
asperefiin (Tratamieate 2], Tratamientos con fzual letva no difieren

s [Tk 5960

Lo resultadns expuestos permilen identificar al
tratamiento 1 como la mas efictente en el desarrollo
del sistema radicular de la planta. Bslos resultados
demuestran el mayor desarrollo  radicular de
las plantas inoculadas con el microorganismo,
combinado con el residuo dela palma.

Un sinndmern de estudios han demostrado la accién
del Trichoderma en la elongacion radicular. €louston
[15] enconlré una cepa nativa de Trichnderma
(IT160) que incrementd la longitud y el peso seco
de las raices de Impatiens walleriana, en 20% y
42%, respectivamente, siendo significativamente
superior, induso, a la fitchormona 1BA. También se
ha reportado un incremento entre 38 y 629 en peso
seco de raices de Cucumis sativus. [16]

Fs evidente el efeclo de Trichoderma en el
crecimiento de raices, pern los mecanismos de su
accién Lodavfa o se entienden claramente, aungue
los beneficios se deben a que el microorganismo
es un oportunista simbionte avirulento. [17) Se ha
propuesto varias teorfas de los mecanismos del
electo, como por ejempls que: 1) Trichoderma
compite con microorganismos palogenos, 2) produce
sustancias promoloras de crecimients, como acido
3-indol acético que actia como catalizador de
los tefidos meristematicos primarios de la planta
[6] que promueven el desarrollo de un sistema
mejorado de raices, incrementando la absorcién de
nutrientes, y, 3) reduce las sustancias inhibidoras
del crecimienta vegetal. [15.16]. Estas razones hacen
que Trichoderma sea un microorganismo de alia
importancia en el uso agricala.

En cuanto al raquis, el efecto positiva en el
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