ESTIMULACION DE CRECIMIENTO DE Pinus radiata Don (1896) POR EFECTO DE LA
COMBINACION DE COMPOST CON EL HONGO Trichoderma harzianum Rifai (1969)
CEPA QUEULE.

GROWTH ESTIMULATION IN Pinus radita BY COMPOST AND Trichoderma harzianum

STRAIN Queule .

Donoso Eduardo, Labra Marcela, Lobos Gustavo



RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar si la respuesta de plantulas de Pinus radiata, a la
utilizacion de compost como sustrato y la aplicacién conjunta de una cepa nativa de Trichoderma
harzianum. El analisis estadistico, arrojo que solo el peso seco de raices, no mostro diferencia
significativas para ninguno de los factores (Trichoderma y Compost), mientras que el peso
fresco de raices fue significativo solo para el factor Trichoderma, el resto de los parametro
mostrd diferencias significativas para el factor compost (Altura, Peso aéreo, y peso total, tanto
seco como fresco) y la interaccion de Trichoderma y Compost, lo que se tradujo en un 80% de
aumento en el peso seco aéreo. Trichoderma estaria modulando la respuesta de Pinus, a la
presencia de Compost, esto podria estar dado por una mayor desarrollo radicular. Asi esta
interaccion de estimulacion de crecimiento de la planta, podria deberse a un triangulo de
componentes conformado por la presencia de la planta, la presencia de Trichodermay un

ambiente conducente a la expresion de la interaccion



INTRODUCCION.

Las interacciones entre plantas y organismos del suelo, ha sido desde bastante reconocidas por su
importancia en la nutricion mineral y el reciclaje de nutrientes (Bever, 1994), asi se ha postulado
que cerca del 90% de las especies de plantas vasculares establecen relaciones mutualistas con
microorganismos (Mousain et al., 1997). Un ejemplo clésico de ello, es el que se establece entre
plantas y hongos del suelo, siendo esta interaccion de tipo facultativa y de tipo trofico,
centrdndose fundamentalmente en la obtencion de nutrientes minerales (Bever, 1994). Sin
embargo se ha visto que no sélo las micorrizas generan procesos de estimulacion de crecimiento
en plantas, entre los que destaca Trichoderma harzianum (Deuteromycetes), bien conocido por
sus caracteristicas como controlador bioldgic, de fitopatégenos de suelo (Elad et al, 1980, 1987,
Harman et al, 1981;et al., 1997; Harman & Kubicek 1998) el cual es un habitante del suelo, con
una distribucion cosmopolita, saprofito y normalmente asociados a la rizésfera (Cook & Baker,
1989). En varios estudios de control de patdgenos, se observé que Trichoderma no solo
disminuia la severidad de las enfermedades, sino que también estimulaba el crecimiento de las
plantas (Chang et al., 1986; Harman & Kubicek, 1998; Inbar et al., 1994; Ousley et al., 1994). En
estudios recientes, se ha demostrado un efecto de resistencia inducida, cuando Trichoderma
coloniza las raices en sus estados iniciales de desarrollo (De Meyer et al., 1998; Howell et
al.,2000; Yedidia et al., 1999). Estos mecanismos de defensas de las plantas, producto de las
aplicaciones de Trichoderma junto con los mecanismos de control, puede en alguna medida
explicar la estimulacion de crecimiento (Bailey & Lumsden, 1998; Kleifeld & Chet, 1992). Pese
a lo anterior, también se ha observado este efecto en cultivos bajo condiciones controladas, donde

se han generado ambientes libres de patogenos (Kleifeld & Chet, 1992; Windham et al., 1986).



Los efectos benéficos generados por Trichoderma se expresan en aumento de exploracion de
raices, de biomasa de raices (Bjorkman, 1998; Blanchard 1996), largo de brote y area foliar
(Altomare, 1999; Blanchard & Bjorkman, 1996), incremento en produccién de frutos y tolerancia
al estres hidrico (Rabeendran et al., 2000). Pero los resultados no siempre han sido consistentes y
han dependido de la presencia de algun factor estresante, para que se expresara la estimulacion de
crecimiento de Trichoderma sobre la planta (Rabeendran, 2000)

La investigacion sobre este efecto de Trichoderma se ha realizado en plantas cultivadas como
tomate (Lycopersicum esculentum) (Windham et al., 1986), tabaco (Nicotiana tabacum), zapallo
(Cucurbita maxima), petunia (Petunia hybrida) (Kleifeld & Chet, 1992), trigo (Triticum
aestivum) (Duffy & Sivan., 1996), maiz (Zea mais) (Blanchard & Bjorkman; 1996; Bjérkman et
al.1998; Altomare, 1999), pimenton (Capsicum annuum) (Bjorkman, 1998), porotos (Phaseolus
vulgaris) (Altomare, 1999), papas (Tuberum suberosum) (Altomare, 1999), lechuga (Lactuca
sativa) y repollo (Brassica oleracea) (Rabeendran et al, 2000).

Por otra parte se ha postulado que plantas que crecen en ambientes pobres en nutrientes tienen una
baja respuesta a la estimulaciéon por parte de hongos micorrizicos (Allsopp & Stock, 1993), lo
mismo se ha observado cuando plantas adaptadas a ambientes de bajos niveles de nutrientes son
sometidas a suelos con mayores contenidos de estos (Chapin, 1988). Dado que se ha reportado que
Trichoderma presenta genera mayores respuestas en plantas sometidas a estrés (Rabeendran et al.,
2000) Se hace interesante el estudio de la interaccion entre Trichoderma, asociado a suelos con
altos contenidos de materia orgénica (Cook & Baker, 1989, Eastburn & Butler, 1988), ya que esta
interaccion planta hongo modularia la respuesta de la planta a una mayor disponibilidad de
nutrientes.

Es por esto que los objetivos del presente estudio en determinar la respuesta de plantulas de Pinus

radiata, el que tiende a colonizar suelos pobres (Richardson & Bond, 1991), a la utilizacion de



compost como sustrato y la aplicacion conjunta de una cepa nativa de Trichoderma harzianum,
determinando ademas, la interaccion entre una planta propia de suelos pobres y un hongo
proveniente de un suelo rico en nutrientes y materia organica, dado que la cepa proviene de un

bosque nativo de Queules.



METODOLOGIA

Para la realizacion de este ensayo se utilizaron estacas de pino, las que fueron cultivadas en tubetes
de 145 ml. los cuales se mantenian bajo invernadero, con riego por aspersion y fertirrigacion,
utilizando las dosis y concentraciones estandares para cultivos de vivero. El sustrato base estaba
compuesto por una combinacion de turba y perlita.

El hongo utilizado corresponde a Trichoderma harzianum cepa Queule, T. virens cepa Sherwood y
T. parceanamosum cepa Trailes, parte del cepario de la Universidad de Talca, el que es
comercializado bajo el nombre de Trichonativa ® (Bio Insumos Nativa Ltda.) esta cepa proviene de

la reserva Los Queules , ubicada en la localidad de Tregualemu V11 Region del Maule (elevacion 503

m.s.n.m. Long. 35°59°,10.5" S, Lat. 72°,41",35.8"" W).

Se realizo un disefio completamente al azar, con arreglo factorial 2x2 donde los factores son
presencia y ausencia de Trichoderma y presencia y ausencia de compost, asi los tratamientos quedan
en la siguiente forma:

TO:  Control, consistente en la utilizacion del sustrato estandar.

T1:  Aplicacion de Trichoderma en forma mensual, a plantas cultivadas enel  sustrato
normalmente usado, a una dosis de 2 ml. de una suspensién de conidias a una concentracion de
10° conidias/ ml. por cada litro de agua de riego.

T2: Consistente en la utilizacién de compost en reemplazo de la turba del sustrato estandar.
T3: Combinacidn de los dos tratamientos anteriores (Compost + Trichoderma).

Cada tratamiento fue replicado 20 veces.

La evaluacion se realizo 11 meses después de la instalacion de las plantas, midiéndose de area
radicular, altura (desde el cuello de la planta al apice de esta), peso total, peso aéreo, peso de raices

fresco y seco para cada parametro. El area radicular, fue medida, lavando la raiz, la cual era



posteriormente puesta sobre un papel milimetrado, en el cual se calculaba el area maxima que era
capaz de cubrir.

Al inicio del cultivo se tomaron muestras de suelo, las que fueron cultivadas en agar papa dextrosa y
puestas a incubacion por 15 dias, para detectar la presencia de patdgenos, que podrian afectar el
ensayo. Esto pese a que los sustratos fueron sometidos a esterilizacion por aplicacion de vapor de
agua a 100° C por 30 minutos.

con el fin de determinar la presencia y abundancia de Trichoderma después de la primera aplicacion
del hongo y al finalizar el estudio, se tomaron 5 g. del suelo adherido a las raices, los que fueron
puestos en 100 ml de agua destilada estéril y mantenidos en agitaron por 30 minutos a 250 r.p.m., de
esta solucidn, se extrajo 1 ml el que fue sembrado en el medio TSM modificad), consistente en (g/l),
Ca (NO3); — 1.0, KNO3 - 0.26 MgSO4 x 7H,0 - 0.26, KH,PO, - 0.12, CaCl,x 2 H,0 - 1.0, &cido
citrico — 2.0 agar — 20, Tween 20 — 50 ul , tetraciclina — 0.05 Flint® ( 50% WG) - 0.04, Previcur®
(N) 0.025 ml

Las placas se pusieron en incubacion a 20° por 10 dias, luego de lo cual se hizo recuento de las
colonias observadas.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza y posteriormente al test de

separacion de medias de Tukey HSD (P< 0.05)



RESULTADOS

El anélisis estadistico, arrojo que solo el peso seco de raices, no mostro diferencia significativas
para ninguno de los factores (Trichoderma y Compost), mientras que el peso fresco de raices fue
significativo solo para el factor Trichoderma (Figura 1).
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Figura 1. Efecto del factor presencia de hongo, en el peso fresco de raices, en plantas de P. radita

El resto de los parametro mostr6é diferencias significativas para el factor compost (Altura, Peso
aéreo, y peso total, tanto seco como fresco) y la interaccién de Trichodermay Compost, por su
parte el &rea de raices también mostré diferencias significativas para la interaccion, pero a
diferencia de los anteriores no mostro significancia para el factor compost, pero si para la

presencia del hongo (Cuadro 1)



Cuadro 1. Significancia de los factores Compost y Trichoderma, sobre los pardmetros de vigor

analizados.

Pardmetro Factor Compost Factor Trichoderma Compost x Trichoderma
Avrea de raices 0.3285 0.0171 * 0.0350 *

Altura 0.003 ** 0.1476 <0.0001 **

Peso Fresco Total 0.009 ** 0.1076 0.0176 *

Peso Seco Total 0.0001 ** 0.2336 0.0013 **

Peso Fresco Aéreo | 0.0002 ** 0.1914 0.0085 **

Peso Seco Aéreo 0.0001 ** 0.2494 0.0013 **

Peso Fresco Raices | 0.6945 0.0286 * 0.6945

Peso Seco Raices 0.3207 0.3207 0.3207

En el cuadro 2 se muestran los valores absolutos de cada uno de los pardmetros evaluados y en el
cuadro 3 se aprecian los incrementos porcentuales de estos con respecto al testigo, siendo el
tratamiento T3 (Trichoderma + Compost) el Unico que mostro diferencias significativas con el
testigo, siendo en peso seco aereo (Figura 2) y peso seco total (Figura3), donde se apreciaron los

mayores incrementos, 80 y 64.1% respectivamente.



Figura 2. Interaccion entre Compost y Trichoderma sobre la variable Peso Aéreo Seco.
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Figura 3. Interaccion entre Compost y Trichoderma sobre la variable Peso Total Seco.
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Cuadro 2 Efecto de los distintos tratamientos sobre el vigor de plantas de P. radiata.

Table 1
Area raices | Altura | Peso Seco Total
(cm?) (cm.) 9)
TO 81.13b”| 2257 b 4.68b
T1 87.71ab | 25.15b 552D
T2 86.39 ab | 24.42 b 5.89b
T3 101.78a | 29.31a 7.68a

Y Tratamientos seguidos por la misma letra dentro de cada columna no presentan diferencias

significativas, de acuerdo al test de separacion de medias de Tukey HSD (P < 0.05)

Cuadro 3. Aumento porcentual respecto al testigo, de los distintos tratamientos, sobre el vigor de

P. radiata.
Tratamientos Arearaices |Altura | Peso Seco Total
% % %
TO 0.00% | 0.00% 0.00%
T1 8.11% | 11.43% 17.95%
T2 6.48% | 8.20% 25.85%
T3 25.45% | 29.86% 64.10%

Ademas de los parametros cuantificables, se aprecio visualmente una mayor homogeneidad, en
cuanto a tamafio y vigor de plantas y un mayor volumen de raices, en el tratamiento T3, respecto

al resto de los tratamientos (Figura 4)
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Figura 4. Apariencia de plantas de Pinus radita con aplicaciones de compost, Trichoderma

harzianum y la mezcla de estas.

Los analisis de suelo, indicaron la ausencia de patdégenos en todos los tratamientos, por lo que se
puede descarto un efecto asociado a patologias.

En cuanto a las poblaciones de Trichoderma se apreciaron diferencias significativas entre los
tratamientos, siendo el tratamiento T 3, el que logro las mayores poblaciones, tanto al inicio como al
final del ensayo (Cuadro 4), el tratamiento T 1 se diferencio del T O (Testigo) y del T2 (solo
compost), al inicio del ensayo, pero al finalizar solo se mantuvieron las diferencias con respecto al
testigo. Es interesante notar que el tratamiento con mayor poblacion de Trichoderma, coincidi6 con

el de mayor area de raices (Figura 5)

Cuadro 4. Poblaciones de Trichoderma al inicio y finalizacién de una cultivo de Pinus radiata , con

aplicaciones de Trichoderma harzianum cepa Queule y compost.

Tratamiento Inicio del cultivo | Final del Cultivo




u.f.c./g. u.f.c./g.

Testigo Oc 35¢c
Compost 12 ¢ 1.050 bc
Trichoderma 5.800b 4200 b
Compost + 120.045a 192.893 a
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Figura 5. Efecto de la interaccion de Compost y Trichoderma sobre el area de raices de Pinus radita.

ANALISIS DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en esta investigacion, muestran un efecto de estimulacién, pero esta
estaba influenciada por la presencia de compost, siendo el tratamiento T3 (Trichoderma +
Compost) el anico con diferencias significativas respecto al testigo, asi como del resto de los
tratamientos. EIl hecho de que el peso seco de raices no mostrara respuesta a ninguno de los dos
factores (Trichoderma y compost) podria deberse a que las plantas, fueron cultivadas en
contenedores, donde existia un volumen limitado donde podian crecer las raices, por lo que
después de 11 meses, todos los tratamientos lograron un crecimiento similar Pero dado que no
basta la presencia de Trichoderma o de Compost para lograr este efecto, las explicaciones
podrian abordarse desde las perspectivas de los componentes de la interaccion hongo-planta, las
que pueden ser complementarias. Desde la perspectiva del hongo, se aprecia que por si solo es
capaz de generar un aumento del peso fresco de raices (Figura 1), pero que no es capaz
individualmente de generar un aumento de vigor general en la planta (Cuadro 1y 2), esto podria
ocasionarse por la necesidad de una poblacién minima de Trichoderma en el suelo, que le
permita generar un efecto sobre el vigor de la planta, asi al utilizar compost como sustrato, se
estaria mejorando el ambiente para el desarrollo del hongo, el que esta normalmente asociado a la
abundancia de carbono organico (Eastburn & Butler, 1988), en los estudios de Valenzuela et al
(2001), quienes estudiaron la variacion temporal de las poblaciones de microhongos que
colonizan la hojarasca de Nothofagus pumilio, observando la ausencia de Trichoderma en los
estados pioneros de la sucesion y las mayores abundancias en los estados avanzados de esta,
donde hay una mayor degradacion de los tejidos vegetales, lo que se asemeja a lo presentes en los

compost. Esto estaria respaldado por las mayores poblaciones de Trichoderma presente en el



tratamiento T3 y en el aumento de las poblaciones de Trichoderma en el tratamiento T2
(compost), coincidiendo nuevamente con los datos de Valenzuela et. al (2001), donde las

mayores poblaciones de este hongo se encontraron después de 1 afio de incubacion.

Pinus radita no respondio a las aplicaciones de compost (Cuadro 2 y 3), como esta planta es
propia de suelos pobres (Richardson & Bond, 1991), estaria respaldando lo planteado por Chapin
(1988), que indica que las planta adaptadas a estos tipos de suelo, tienen una baja respuesta a un
aumento en la disponibilidad de nutrientes, en este caso Trichoderma estaria modulando la
respuesta de Pinus, a la presencia de Compost, esto podria estar dado por una mayor desarrollo
radicular lo que ha sido reportado por varios autores (Widham et al. 1986; Blanchard &
Bjorkman 1996), el andlisis factorial, indica que el area de raices fue significativo para
Trichoderma y la interaccién de este y Compost, mientras que peso fresco de raices solo lo fue
para Trichoderma, a diferencia del resto de los pardmetros que fueron afectados por la presencia
de compost y la interaccion de esta, lo que nos podria indicar que Trichoderma efectivamente
genera un mayor desarrollo radicular, lo que se ve en el area radicular (cuadro 2), al contrastar
esto con el peso seco de raices, donde no hay diferencias significativas, estaria indicando una
mayor proporcién de raices secundarias, con mayor capacidad de absorcidn, lo que coincide por
lo planteado por Blanchard & Bjérkman (1996) que plantean que el hongo, es capaz de inhibir la
dominancia apical en las raices, aumentando la proporcion de raices secundarias. Lo que solo

ocurriria en presencia de compost, que generaria una mayor poblacién del hongo.

Al observar los pardmetros de vigor de peso aéreo y total fresco y seco, vemos que el efecto
de aumento de vigor de la planta siendo la mayor respuesta en cuanto a peso seco aéreo, donde el

tratamiento con Trichoderma mas compost logro un 80% (Figura 2, cuadro 3) mayor de peso



respecto al testigo, esto podria asociarse al mayor area de exploracion de raices, el que fue un
25% mayor que el testigo, lo que nos podria indicar una mayor capacidad de absorcion de
nutrientes

A estas dos visiones puede podemos sumar una tercera, que se basa en que el compost presente
nutrientes importantes para la planta, pero que estos no estén disponibles para la planta, su,
siendo el hongo quien los modifique a una forma de mejor absorcién por parte de Pinus, esto se
ve respaldado por la capacidad de Trichoderma de liberar de &cidos orgdnicos que secuestren
cationes y acidifiquen el micro-ambiente alrededor de las raices, lo que es un mecanismo de
solubilizacion de P, Mn, Fe, y Zn, realizado también por plantas y hongos micorrizicos no
versiculo arbosculares (VAM) (Altomare, 1999, Sivan ,1991). Un amplio rango de mecanismo y
entidades quimicas estan involucradas en esta solubilizacion , por ejemplo el Trichoderma es

capaz de producir sideroforos los que quelatizan Fe, Fes+y Cu,+ (Altomare, 1999)

Pese a las evidencias, aun no se ha podido establecer los mecanismos de estimulacion (Altomare,
1999; Blanchard & Bjorkman 1996, Bailey & Lumsden, 1998), por lo que no se puede excluir

ninguna de las posibilidades o mezcla de estas.
Desde el punto de vista de interacciones biolégicas, podemos decir que Trichoderma harzianum y Pinus radita

son capaces de establecer una interaccién biologica, pero solo podemos afirmar que esta es positiva
para Pinus, pero que esta no esta dada solo por la presencia de los dos organismos, sino que ademas
esta modulada por factores ambientales, asi Ousley et al. (1993), plantea la necesidad de establecer
los factores ambientales, que favorecen esta interaccion, el que es este estudio fue la presencia de
compost. En los ensayos de Rabeendran et al. (2000), postula que cuando las plantas son
cultivadas en condiciones optimas, no se genera la estimulacién de crecimiento, si lograndose

esta en condiciones de cultivo sub-optimas.



Asi esta interaccion de estimulacion de crecimiento de la planta, podria deberse a un triangulo de
componentes conformado por la presencia de la planta, la presencia de Trichoderma y un
ambiente conducente a la expresion de la interaccion, similar al modelo de triangulo de la
enfermedad, utilizado en fitopatologia, donde los componentes son el hospedero en un estado
susceptible, el patdgeno en un estado y abundancia virulento y condiciones ambientales
predisponentes para el desarrollo de la enfermedad. (Agrios, 1996).

La pregunta que surge de este estudio, es que se ve beneficiado Trichoderma de su relacién con
Pinus u otra planta, por lo que seria relevante estudiar la dindmica poblacional del hongo en

presencia y ausencia de la plantas de pino como del compost.
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