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RESUMEN

Este estudio de investigacion se realizé en el Instituto de Cultivos Tropicales-Tarapoto
(ICT), con el objetivo de determinar el efecto de las enmiendas organicas, asociadas con
Trichoderma enddfito, aplicada a diferentes genotipos de cacao, en estrés hidrico. Se
seleccionaron cuatro genotipos (CCN-51, ICT-2142, ICT-1189 e ICS-95), dos enmiendas
organicas (humus de lombriz y guano de isla) y cuatro cepas de Trichoderma. La investigacion
duro ocho meses. Se evalug, altura de planta, nUmero de hojas y ramas, conductancia
estomatal, longitud de raiz, indice de tolerancia a la sequia y grado de marchitez. Todas las
cepas de Trichoderma tuvieron la capacidad de colonizar las raices de cacao con el método de
infestacion via drench, donde las cepas TE-51 y TE-21 tuvieron mayor % de colonizacién. El
genotipo 1CT-2142, obtuvo los mejores promedios en cuando a la altura de planta,
conductancia estomatal, longitud de la raiz e indice de tolerancia a la sequia. El genotipo CCN-
51 en nimero de hojas y ramas; el genotipo ICT-1189 solo en grado de marchitez con 2,83.
La enmienda humus de lombriz influy6 en la mayoria para el desarrollo de los plantones. Para
las interacciones cepas*enmiendas, influyeron en el comportamiento de los genotipos tales
como E1*TE21 en conductancia estomatal y menor grado de marchitez; E1*TE-51 influy6 en
numero de hojas y ramas; E1*TE-54 influyé en altura de planta mientras E2*TE-21 influyo
en longitud de la raiz. Todos los genotipos mostraron indice de tolerancia a la sequia
moderadamente, siendo el genotipo ICT-2142 con mayor indice de tolerancia a la sequia con
80,16 %.

Palabras clave: Estrés abidtico, Trichoderma cacao, sequia, enmiendas organicas.
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ABSTRAC

This research study was conducted at the Institute of Tropical Crops-Tarapoto (ICT), with
the objective of determining the effect of organic amendments, associated with Trichoderma
endophyte, applied to different genotypes of cocoa, in water stress. Four genotypes were
selected (CCN-51, ICT-2142, ICT-1189 and ICS-95), two organic amendments (earthworm
humus and island guano) and four strains of Trichoderma. The investigation lasted eight
months. It was evaluated, plant height, number of leaves and branches, stomatal conductance,
root length, drought tolerance index and degree of wilt. All strains of Trichoderma had the
ability to colonize cacao roots with the drench infestation method, where strains TE-51 and
TE-21 had higher colonization%. The ICT-2142 genotype obtained the best averages for plant
height, stomatal conductance, root length and drought tolerance index. The CCN-51 genotype
in number of leaves and branches; the ICT-1189 genotype only in degree of wilt. The
amendment humus worm influenced the majority for the development of seedlings. For
interactions strains * amendments, they influenced the behavior of genotypes such as E1 *
TE21 in stomatal conductance and lower degree of wilt; E1 * TE-51 influenced the number
of leaves and branches; E1 * TE-54 influenced plant height while E2 * TE-21 influenced root
length. All genotypes showed drought tolerance index moderately, being the genotype ICT-
2142 with a higher index of tolerance to drought with 80,16 %.

Keywords: Abiotic stress, Trichoderma cocoa, drought, organic amendments




INTRODUCCION

En la region San Martin, el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.), es de gran
importancia econdmica, social y ambiental, donde se viene cultivando diversas variedades,
clones e hibridos, en diversos ambientes climaticos, los cuales se encuentran instalados en
zonas de vidas de bosque seco (bs-T), bosque himedo premontano tropical (bh-PT) y bosque
humedo tropical (bh-T), trayendo como consecuencia variabilidad de rendimientos. En
ambientes secos y calidos se consumen grandes volimenes de agua, debido a la mayor
cantidad de energia solar disponible y a la mayor tasa de evapotranspiracion por las plantas;
mientras que en ambientes mas humedos y célidos el consumo de agua es menor (Torran,
2007).

Debido a los sucesos del cambio climatico y la variabilidad del clima, especialmente por
la incidencia de las temperaturas, en nuestra region, se estan produciendo cambios
significativos en la fisiologia y metabolismo de los cultivos agricolas y en especial del
cultivo de cacao, manifestandose en zonas del cultivo; como consecuencia el habitat y nicho
ecologico del mismo, esta variando, debido a la transpiracion de las plantas. De Almeida y
Valle (2010), manifiesta que, las condiciones vulnerables de la planta de cacao a fendbmenos
extremos de sequia se presentan en las etapas iniciales de establecimiento y afectan
negativamente el crecimiento. Por otra parte, la respuesta de la planta en forma de ajuste

osmotico y reduccion en el potencial hidrico de la hoja, afectan la asimilacion de carbono.

La problematica radica en la falta de identificacion de clones, hibridos resistentes a los
periodos prolongados de sequia, donde los plantones al momento de la instalacién son
susceptibles al deficit hidrico, que afecta los procesos fisiologicos de la planta, en la etapa
de crecimiento, que se reflejara en la produccion con bajo rendimiento de almendras por
hectareas. Sin embargo, Malinowski y Belesky (2000), Harman, Howell, Viterbo, Chet y
Lorito (2004), Vinale, et al., (2008) y otros autores, indican que la aplicacion de
Trichoderma enddfitos en los cultivos de tomate, aji, lechuga y maiz, realizaron trabajos
sobre el efecto de Trichoderma se logré atenuar el efecto del estrés hidrico, obteniendo

resultados muy satisfactorios, para el cual se considero investigar en el cultivo de cacao



La importancia del estudio esta en los genotipos con la capacidad de tolerancia a la sequia,
el cacao es una planta hidroperiodico, donde los factores ambientales ejercen una influencia
de 70 % en el desarrollo, y los hongos end6fitos como Trichoderma, tienen la capacidad de
colonizar las raices, tallos y hojas de cacao, causando cambios en el metabolismo de los
tejido promoviendo el crecimiento y activando los sistemas de defensa en condiciones
adversas bioticas y/o abidticas, y el aporte de enmiendas organicas son fuentes de energia

para los hongos enddfitos y las plantas.

Unas de las limitaciones en esta investigacion fue el método de propagacion vegetativa
(ramilla), para obtener plantulas de cacao genéticamente puros, por ello se seleccioné del
banco de germoplasma del Instituto de Cultivos Tropicales, el proceso de aclimatacion de
las plantulas de cacao, ya que es una actividad primordial para el desarrollo de las
investigacion, la falta de tiempo para que esta investigacion se replique en campo definitivo
desde el crecimiento hasta la produccién, asi mismo, la falta de otras investigaciones

similares en nuestra region.

En la region San Martin, la informacion de los requerimientos hidricos, los mecanismos
de tolerancias o adaptacion a las condiciones criticas de sequia de los genotipos de cacao es
escasa. Por tanto, esta investigacion tiene como objetivo general determinar el efecto de las
enmiendas organicas asociadas con Trichoderma endofito, aplicada a diferentes genotipos
de cacao en condiciones de estrés hidrico, y como objetivos especificos, evaluar el porcentaje
de colonizacion de Trichoderma endéfito en los plantones de cacao propagados por ramillas,
evaluar la influencia de las cepas de Trichoderma endéfitos incorporando enmiendas
organicas en el desarrollo de las plantulas de los genotipos de cacao propagados por mirillas
en condiciones de estires hidrico y determinar el indice de tolerancia a la sequia de los
genotipos asociados con Trichoderma enddfitos, generando una hip6tesis que al menos unos
de los tratamientos con la aplicacion de las enmiendas organicas asociadas a Trichoderma

enddfita atenden la tolerancia del efecto del estrés hidrico (déficit de agua)

Los resultados obtenidos son evaluaciones previas que serviran para promocionar
informacion preliminar del cultivo de cacao en la regién San Martin. El trabajo esta
estructurado por los siguientes capitulos: Introduccion, capitulo | revision bibliogréfica,
capitulo Il materiales y métodos, capitulo Il resultado y discusiones, conclusiones,

recomendaciones y revision bibliografica.



CAPITULO |
REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Consideraciones previas del cultivo de cacao (Theobroma cacao L.).

1.1.1. Descripcion de la planta.

El arbol de cacao (Theobroma cacao L.), familia Sterculiaceae, orden Malvales y
clase Dicotiledonea, puede alcanzar hasta los 10m, su tallo es recto, con madera de
color claro, casi blanco, de corteza delgada, color café, el fruto puede alcanzar longitud
de 15-25cm, contiene entre 30 y 40 semillas; las semillas son de color marrén-rojizo
en el exterior y estan cubiertas de una pulpa blanca y dulce llamada mucilago
(Barahona, 1987).

Tiene una raiz principal, pivotante, que crece mas de un metro de profundidad, con
muchas raices secundarias que se encuentran distribuidas alrededor del arbol y a poca
profundidad, son las que se encargan de absorber los nutrientes del suelo (Navarro y
Mendoza, 2006). Ademas, el cacao es una especie altamente aldgama, pues se estima
que su polinizacién cruzada esta por encima del 95 %; esta polinizacién lo realiza una
poblacion entomoldgica bastante especializada y de tamafio muy pequefio, de la

familia de Forcipomya (Enriquez, 2010).

1.1.2. Requerimientos ambientales.

El clima apropiado para el cultivo de cacao se hace referencia a la temperatura y la
precipitacion, considerados como los factores criticos del crecimiento; asi mismo, el
viento, la radiacion solar y la humedad relativa afectan muchos procesos fisioldgicos
de la planta (Enriquez, 2010). Es una planta C3, en estos tipos de plantas hay mayor
concentracion de cloroplastos en el haz que en el envés, sensible a la sequia, al exceso
de agua; los rangos optimos de agua oscilan entre 1 500 y 2 500 mm en las zonas bajas
mas célidas y entre 1 200 y 1 500 mm en las zonas més frescas o los valles altos

(Basurto, Nufiez, Pérez, y Hernandez, 2008).



1.2. Enmiendas orgéanicas.

Es importante para la sostenibilidad de la productividad del suelo, retiene los nutrientes
del suelo, reduce la compactacion, incrementa la capacidad de retencién de agua, no
permite cambios rapidos de pH y es fuente de energia para los microorganismos
(Valencia, Sanchez, y Valero, 2005). Incorpora nitrégeno y humus al suelo,
enriqueciendo con carbono, mejorando sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas,

promueven el desarrollo de las plantas (Santos, 2007).

1.3. Estrés hidrico.

Se entiende como estrés, cualquier factor ambiental que ejerza un efecto sobre la planta
que la haga cambiar de su normal funcionamiento (fisiologia), debido que esta genera una
respuesta adversa a los procesos fisiologicos de la planta, se le denomina tensiéon, (Ball,
Woodrow y Berry, 1987) y esta se puede clasificar de 2 forma: Tension elastica: cuando
la planta genera una respuesta de acuerdo a la intensidad y el tiempo del estrés, cuando
este termina, la planta vuelve a su estado fenoldgico anterior al inicio de la respuesta;
Tension plastica: es cuando la planta genera la respuesta al estrés, al finalizar, ha generado
una serie de modificaciones que no se revierten, la planta no puede volver a su estado

normal antes de generarse la respuesta (Azcon-Bieto y Tal6n, 2008).

Dependiendo del tipo de estrés, condiciones de duracion e intensidad, genotipo y el
estado fenologico de las plantas, muestran diversas respuestas, pueden ser rapidas y
reversibles (aclimatacion) o permanentes (adaptacion). La aclimatacion (tolerancia) a
medida que se incrementa el estrés, se diferencia de la adaptacion por “resistencia”
adquirida genéticamente por seleccion (modificaciones morfofisioldgicas de

generaciones) (Benavides, 2002; Reigosa, Pedrol y Sanchez, 2004).

1.3.1. Mecanismo de resistencia a la sequia.

Las condiciones de sequia en el ambiente de una planta proporcionan una fuerza
a la pérdida de agua. Para resistir estas condiciones, las plantas han creado diferentes

estrategias por medio de la evitacion y de la tolerancia (Levitt, 1980).



Existen plantas que previenen la sequia desarrollando un sistema radicular
profundo que llegue hasta el manto freatico (Ehleringer, Bjorkman y Mooney, 1976),
y la capacidad para absorber agua y nutrientes, depende de la dindmica de raices finas

(tasas de mortalidad y de raices finas en crecimiento) Mufioz y Beer, (2001).

Dentro de las estrategias de aclimatacion al déficit hidrico, esta la inhibicion de la
expansion foliar, aumento de la profundizacion de las raices, abscision foliar y cierre
estomatico; otros presentan una capa de cera en la cuticula de las hojas, donde las
estomas retrasan la transpiracion disminuir la pérdida de agua por la epidermis; y la
disipacion de energia sobre las hojas, que genera cambios en el tamafio y orientacion
de las hojas , otras presentan hojas pequefias (cuya capa limite es delgada) que evita
que la temperatura de las hojas se asemeje a la del aire y finalmente otras plantas
pierden sus hojas y entran en un estado de dormancia cuando se acerca la época de
sequia (Levitt, 1980).

1.3.2. Efectos fisioldgicos del estrés hidrico.

Las plantas en su desarrollo estan sometidas a condiciones ambientales no
optimas, estos factores inducen cambios en el metabolismo, los cuales pueden ser

reversibles o permanentes (Taiz y Zeiger, 2002).

La productividad de las plantas depende de la cantidad disponible de agua y de la
eficiencia del organismo en el uso de ella, el déficit hidrico en las plantas causa la
inhibicion de la expansion foliar, aumento de la profundizacion de las raices,
abscision foliar y cierre estomatico; la relacion de biomasa raiz y parte aérea, estan
sometida en un balance entre el agua absorbida por las raices y la fotosintesis de la
parte aérea, esto significa que los productos fotosintéticos que no son usados para el
crecimiento foliar son acumulados en las extremidades de las raices que crecen en
busca de agua. (Taiz y Zeiger, 2002; Lambers, 2008; Salisbury y Ross, 2000).

El estrés hidrico puede causar diversos efectos en la planta, como la pérdida de
agua en los tejidos que reduce la presion hidrostatica al interior de las celulas,
originando la concentracion de macromoléculas y solutos de menor peso molecular,

reduce la actividad del potencial quimico del agua presente en la planta, pueden



influenciar en los procesos metabélicos (Carruthers y Clark, 1981), produciendo que
la tasa de transpiracion excede a la toma de agua, estas condiciones disminuyen la
disponibilidad de agua en el citoplasma de las células (Benavides, 2002; Mundree,
Baker y Mowla, 2002; Yamaguchi, et al., 2002).

Ademas, cuando la presion de turgencia en una célula vegetal decae, la expansion
celular es reprimida causando la disminucion del tamafio celular y el grado de estrés
de agua en los tejidos vegetales, afectando el crecimiento celular, division celular,
sintesis de proteina y paredes celulares, inhibiendo la incorporacion de aminoacidos
a las proteinas y causa una disminucién del contenido proteico de los tejidos (Kramer,
1989). Cuando el estrés es mas pronunciado, los aminoacidos libres, particularmente
la prolina puede acumularse en los tejidos vegetales existiendo una correlacion
positiva entre los niveles de acumulacion de prolina y supervivencia de la hoja
(Claussen, 2005).

Balasimha (1999), considera que las ocurrencias de amplios periodos secos
afectan los procesos fisiologicos de planta en campo. En zonas tropicales de Ecuador,
Venezuela, Malasia, Ghana y Brasil se han adelantado trabajos a nivel experimental
y comercial con cacao bajo riego, lo resultados fueron en el incremento de
produccion que varian entre 40 y 100 % (Freire, 1993; Siqueira, Sena, Dias y Souza,
1996).

De Almeida y Valle (2010), encontraron la existencia de genotipos de cacao que
no muestran una alta resistencia estomatica bajo déficit hidrico y baja humedad
relativa, en contraste con otros genotipos que tienen un mecanismo eficiente de
regulacion estomatica y limitan fuertemente la transpiracion en condiciones de déficit
hidrico, las consecuencias influiran en la disminucion de las tasas de fotosintesis, las
relaciones hidricas y el crecimiento de plantas de cacao. Es posible que el estreés
hidrico pueda estar relacionado con el ajuste osmoético y las mayores tasas de

supervivencia.

En cacao se ha identificado como primer efecto del estrés hidrico, el aumento en

la conductancia estomatica y la disminucion del potencial hidrico foliar al medio dia,



lo que afecta la floracion y renovacién de hojas en las plantas (Machado, Alvim y
Milde, 1979).

El crecimiento es afectado por la disminucion de la presion de turgencia, que
limita nuevos brotes (Skirycz e Inzé, 2010), estudios por Shinohara y Leskovar,
(2014) consideran el acido abscisico (ABA) como un antitranspirante metabolico

para proteger las plantas bajo condiciones de estrés hidrico.

1.3.3. Estados de marchitez.

Tyree, Vargas, Engelbrecht y Kusar, (2002), en un estudio de tolerancia a la
sequia, describen cinco estados de marchitez. 1) Ligeramente marchita: Hojas verdes,
2) Marchita: Hojas verdes con un angulo de 45°, sus extremos comienzan a plegarse
y hay necrosis limitada. 3) Severamente marchita: Hojas verde con el angulo de 90°,
con un excesivo pliegue y la necrosis mas extensiva. 4) Cercana a la muerte: Muchas
de las hojas necréticas, extensivo pliegue en las hojas. 5) Muerte: Todas las hojas
necroticas, hojas fragiles que se caen.

GRADOS DE MARCHITEZ EN CACAO

Figura 1. Escala de grado de marchitez, modificado por Erick Trigozo (2012).

1.3.4. Tolerancia a la sequia en cacao.

En estudio de la tolerancia a la sequia, la més estudiada es la transpiracion
estomaética bajo estrés hidrico. De Almeida y Valle, (2010), reportan la importancia
de la humedad relativa en la abertura estomatica, enfatizando los genotipos de cacao
que muestran una alta resistencia estomatica bajo déficit hidrico y baja humedad

relativa. Sobresalen los trabajos por Balasimha, Rajagopal, Daniel, Nair, y Bhagavan



(1988) quienes identificaron en el sur de la India cinco accesiones como resistentes
a la sequia (NC23, NC29, NC31, NC39 y NC42).

Posteriormente Balasimha, (1999) evalu6 la tolerancia a la sequia en la progenie
de cruzamientos entre cuatro padres de alto rendimiento y tres resistentes al
desecamiento del polen (NC23/43, NC29/66 y NC42/94), de igual manera, el estudio

del potencial hidrico foliar durante la estacion seca en un periodo de cinco afos.

En un experimento de invernadero en el sur de Bahia (Brasil) se compararon ocho
clones sometidos a deshidratacion répida, a partir del ajuste osmotico se
seleccionaron tres como resistentes a la sequia, el ajuste osmotico fue asociado con
la acumulacién de iones de potasio y fosforo en la hoja; los clones (SPAS5, SIAL70 y
TSH516) fueron recomendados para suelos poco profundos propensos a la sequia
(De Almeida, Brito, Aguilar y Valle, 2001). Sin embargo, estos datos no pudieron
ser corroborados por Premachandra y Joly, (1991) al no encontrar evidencias de
ajuste osmotico en plantulas de cacao sometidas a estrés hidrico en un periodo de 22
dias en un experimento de invernadero en Indiana y EE.UU.

En Venezuela un estudio comparativo de fotosintesis, relaciones hidricas y
crecimiento, durante las épocas secas y lluviosas, encontraron que los cultivares con
mayor ajuste osmotico coincidieron con las mayores tasas de supervivencia (Araque,
etal., 2012)

Se estudiaron mejorar la tolerancia a la sequia en el cacao alterando los niveles de
poliaminas, ya sea por seleccion o manipulacion genética, para ello identificaron los
genes implicados en la biosintesis de poliaminas, identificaron otra forma, mediante
la inoculacion de plantulas con Trichoderma hamatum (aislamiento 219b DIS) (Bae,
et al., 2008)

Las condiciones de sequia en la etapa inicial de establecimiento afectan
negativamente el crecimiento, el ajuste osmotico y la disminucion del potencial
hidrico de la hoja y la asimilacion de carbono (De Almeida y Valle, 2010). Trabajos
por (Moser, et al., 2010), en plantas adultas y en produccion, expuestas durante meses

al suelo cerca del punto de marchitez, no mostraron disminuciones significativas en



la produccién de biomasa de hojas, tallo y raices finas; pero si fueron significativas

las reducciones en la produccion de grano.

1.3.5. Indice de tolerancia a la sequia.

indice de tolerancia a la sequia (DTI = [(shoot + raiz de peso seco, g / planta que
se cultiva en 300 kPa) / (shoot. + raiz seca en peso, en g / planta que crece en 33kpa)
x 100] se determiné para clasificar los genotipos como no tolerante, moderadamente

tolerante y tolerante a la sequia. (Di Rienzo, et al., 2012).

No tolerante 1 <70
Moderadamente tolerante :>71-<90
Tolerante :>91

1.4. Hongos endofitos.

Son organismos que viven dentro de los tejidos de las plantas, sin causar dafios
(Bandara, Seneviratne y Kulasooriya, 2006; Shi, Lou y Li, 2009); colonizan la mayoria de
plantas que son mutualistas omnipresentes (Hata, Atari y Sone, 2002), se encuentran en
todas las partes vegetativa de la planta (Bandara, Seneviratne y Kulasooriya, 2006; Shi,
Lou y Li, 2009).

Pueden ser extraidos del interior de las plantas o aislados desde los tejidos (Bandara,
Seneviratne y Kulasooriya, 2006; Shi, Lou, y Li, 2009). Las plantas se benefician por la
proteccion de estos organismos endofiticos, promoviendo el crecimiento (Compant, Reiter,
Sessitsch, Nowak, y Clément, 2005), y otorgando resistencia a varios patdgenos, por la
produccion de varios antibidticos y metabolitos secundarios, actuando como detonantes
bioldgicos para activar los sistemas de defensa ante condiciones adversas bioticas y/o

abioticas (Bandara, Seneviratne y Kulasooriya, 2006; Shi, Lou y Li, 2009).

1.4.1. Generalidades de Trichoderma.

Trichoderma es un habitante natural del suelo, caracterizado por un

comportamiento saprofito o parasito, propiedades que benefician su actividad
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antagonica (Camargo, 2005). Pertenece a la familia Hypocreaceae, orden

Hypocreales, clase Ascomycota (Papavizas, 1985).

Se reproduce asexualmente, es filamentoso, anamarfico, heterétrofo, aerobio, con
una pared celular compuesta de quitina, de rapido crecimiento; muchas cepas crecen
en medios solidos o liquidos, y un amplio rango de temperaturas, son tolerantes a
humedades bajas y tienden a crecer en suelo &cido; las hifas hialinas y septadas,
conididéforos generalmente cortos, las conidias son esféricas y mantenidas en racimos

compactos mediante una ligera secrecion mucilaginosa (Harman y Chet, 1981).

La poblacion de Trichoderma decrece cuando la humedad del ambiente desciende
por largos periodos de tiempo (Fonseca, 1998). Son fotosensibles, presentan mayor
esporulacion al ser expuestas a la luz; sin embargo, al someterse a periodos alternados

de luz y oscuridad, favorece la colonizacién del hongo (Domsch y Yersoon, 1980).

La germinacion de los conidios depende del tipo de enlace que presenta la fuente
de carbono (disacarido o polisacarido) (Astudillo y Blanco, 1999). Trichoderma se
ve inhibido en su crecimiento en altas concentraciones de cloruro de sodio (mayor de
70 g/l), condiciones que ocasionan mutaciones perjudicando el proceso de
conidiogenesis, al disminuir la produccion de esporas (Cruz, 2007); tiene un rango
de pH amplio para su crecimiento, 6ptimo entre 4,0y 7,0 (Domsch, et al., 1980).

El crecimiento saprofito en suelo de Trichoderma se presenta a una temperatura
que oscila entre los 20°C y los 30°C, con una temperatura 6ptima de 25°C, el
contenido de humedad que favorece el crecimiento sapréfito de Trichoderma se
encuentra entre 70% y el 80% (Cruz, 2007).

1.4.2. Interacciones Trichoderma — planta (cacao).

El cultivo de cacao es considerado como hidroperiodico (Alvim, 1981). La
precipitacion influye en la apertura de brotes y estimula la floracion (Balasimha,
1999). Los factores ambientales ejercen una influencia de aproximadamente 70% en

el desarrollo de la planta de cacao (Garcia, 1973).
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La emision de la hoja es bajo control enddgeno (Vogel, 1975); pero esta
relacionado con los cambios climaticos, el efecto de la temperatura (Couprie, 1972);
la radiacion solar y precipitaciones (Alvim y Alvim, 1977) y (Snoeck, 1979).
Ademas, los hongos endoéfitos viven en asociacion simbidtica con las plantas, en los
espacios intercelular o intracelular en las hojas y tallos, utilizan los nutrientes que
sintetiza la planta y ésta se beneficia de los metabolitos bioactivos que ellos producen
(Salgado y Caridad, 2005).

Trichoderma es capaz de colonizar la superficie de las raices y causar cambios
sustanciales en el metabolismo de los tejidos de las plantas promoviendo el
crecimiento de las plantas, incrementando la disponibilidad de nutrientes y
mejorando la produccion de los cultivos (Harman, Howell, Viterbo, Chet y Lorito,
2004; Vinale, et al., 2008), incrementando la absorcion de nutrientes a través del
mejoramiento del desarrollo radicular o promoviendo la disponibilidad de nutrientes

necesarios (Lo, Nelson, Hayes y Harman, 1998).

1.4.3. Trichoderma en el desarrollo de la planta y la resistencia a patogenos.

Propiedades benéficas que se atribuyen a Trichoderma son el control de patdgenos
en raiz y hojas (induce a la resistencia, control biologico de ataque de enfermedades
fungicas de las plantas como antagonismo), cambio en la composicion de la
microflora en la raiz, ademas mejora la absorcion de nutrientes, solubilidad de los
nutrientes del suelo, crecimiento radicular, incrementa la formacién de pelos

absorbentes y la profundizacion de raiz. (Harman, et al., 2004).

Induce la produccién de fitohormonas (Acido jasmonico y salicilico, auxinas, etc.)
por las plantas, favorece el crecimiento y las defensas de estas (Shoresh, Yedidia y
Chet, 2005; Contreras-Cornejo, Macias-Rodriguez, Corte”s-Penagos y Lopez-Bucio,
2009; Martinez-Medina, Roldan y Pascual, 2011).

1.4.4. Colonizacién de Trichoderma en las raices.

El movimiento de Trichoderma en la rizdsfera, es por medio de sus hifas en

continuo crecimiento que exploran y penetran la corteza de las raices, colonizando
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los tejidos de las plantas (Vinale, et al., 2008); una reaccion bioldgica que activa la
expresion de los genes de la planta respondiendo con un sistema de defensa,
promoviendo el crecimiento de la planta, el sistema radicular y disponibilidad de

nutrientes (Harman et al., 2004).

Estudio realizado por (Harman, et al., 2004) en plantas de maiz (Zea mays) de
cinco dias de crecimiento, fueron tratadas con y sin Trichoderma (cepa T-22), con
gel en una electroforesis, aproximadamente un 40% de las proteinas que fueron
visibles en presencia de Trichoderma (cepa T-22) no fueron visibles en el gel que
contenia las proteinas de las plantas no tratadas con Trichoderma esto indicaria que

este hongo modifica el metabolismo de las plantas, lo cual es beneficioso.

La estimulacidn de crecimiento seria un proceso comun en Trichoderma, ya que
se ha reportado dicho efecto en varias especies, entre ellas: Trichoderma harzianum
(Chang, Baker, Kleifeld y Chet, 1986), Trichoderma koningii (Windham y Baker,
1986), y Trichoderma virens (Ousley, Lynch y Whipps, 1994),

Lépez, Perez, Llobel, Vazquez. y Bonillas, (1999), el cual establece que
Trichoderma produce sustancias estimulantes del crecimiento y desarrollo de las
plantas, que actian como catalizadores o aceleradores de los tejidos meristematicos
primarios (potencial de formar nuevas raices en las partes jovenes), acelerando su
reproduccion celular, logrando que las plantas alcancen un desarrollo mas rapido que

aquellas plantas que no han sido tratadas con dicho microorganismo.

1.4.5. Induccidn de resistencia al estrés hidrico.

Actividades beneficiosas atribuidas a las interacciones de Trichoderma/planta
incluyen la promocién del crecimiento vegetal, la tolerancia y resistencia al estrés
abiotico como la sequia (Harman, et al., 2004). El impacto de los hongos endéfitos a
la sequia ha sido estudiado en hierbas, los mecanismos utilizados por Trichoderma
enddfitos de la hierba fresca para alterar la respuesta a la sequia incluyen evitar la
sequia a través de adaptaciones morfoldgicas; toleran la sequia a través de las
adaptaciones fisiol6gicas y bioquimicas, y se recuperan después de la sequia
(Malinowski y Belesky, 2000).
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Linkies, et al., (2009) muestra que la auxina, citoquinina, acido abscisico y etileno
son los principales actores de crecimiento de las plantas. Estudio realizado por
Martinez-Medina et al., (2014), el &cido indolacético (IAA) es el méas abundante de
auxina natural en plantas vasculares, generando el desarrollo de brotes. Los periodos
secos seguidos de lluvia sobre la actividad brote apical parecen ocurrir a través de
modificaciones del acido abscisico (ABA) y equilibrio citoquininas (Alvim, et al.,
1974).

1.4.6. Promocion del crecimiento vegetativo en las plantas.

Trichoderma enddfitos, promueve el crecimiento y desarrollo vegetativo de las
plantas. Estudios con Trichoderma harzianum y Trichoderma atroviride reportan un
incremento del crecimiento vegetativo de plantas de lechuga (Lactuca sativa L.),
tomate (Lycopersicon esculentum L.), aji (Capsicum annuum L.) (Vinale, et al.,
2008). Las especies de Trichoderma producen acidos organicos, como el gluconico,
acidos citricos y fumaricos; estos &cidos disminuyen el pH del suelo y permite la
solubilizacién de fosfatos, micronutrientes y minerales cationes como hierro,
magnesio y manganeso Utiles para los metabolitos de la planta (Benitez, Rincon,
Limo y Codon, 2004; Harman, et al., 2004; Vinale, et al., 2008).

La estimulacion del crecimiento de raices por efecto de la presencia de
Trichoderma, fue reportada por Bjorkman, Harman y Blanchard, (1995); capaz de
modificar el pH del suelo para aumentar el crecimiento debido a una mejor absorcién
de iones (Bjorkman, Harman y Blanchard, 1995); secuestra fosforo soluble en el

micelio, colonizando asi todo el sistema radical (Sivan y Harman, 1991).

Asi mismo Altomare, Norvell, Bjorkman y Harman, (1999) sugirieron que la
promocion del desarrollo se debe a que Trichoderma tiene la capacidad de solubilizar
manganeso, sin importar el pH del medio, lo solubiliza constantemente, y como este
micro elemento es requerido para funciones fisiologicas de las plantas, como
fotosintesis, metabolismo del nitrégeno, sintesis de los compuestos aromaticos, y
ademas, son precursores de aminoacidos y hormonas, fenoles y lignina, que asegura

en parte el crecimiento y la resistencia a enfermedades en las plantas.
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Los bioestimulantes compuestos organicos, en pequefias cantidades fomentan,
modifican los procesos fisioldgicos de las plantas (Rodriguez y Zanahoria, 1991).
Trichoderma produce metabolitos que estimulan los procesos de desarrollo,
liberando factores de crecimiento (auxinas, giberelinas y citoquininas) que estimulan
la germinacién y el desarrollo de las plantas. La produccion de acido 3-indol acético
(AlA), hormona vegetal que favorece el desarrollo del sistema radical, actuando
como catalizadores de los tejidos meristematicos primarios, acelerando su

reproduccién celular (Valencia, Sanchez, y Valero, 2005).

1.5. Antecedentes de investigaciones.

Passioura, (1996), menciona en su trabajo de investigacion “Sequia y tolerancia a la
sequia. Regulacion de crecimiento vegetal”, las plantas, pueden mostrar suspension de
crecimiento del brote, decrece la conductancia estomética, reduce la asimilacion del COo,
perjudica la fotosintesis, la suspensidn de crecimiento de la raiz, senescencia de la hoja y
marchitez de la planta, durante la sequia.

Harman, et al., (2004), menciona en su investigacion “Especies de Trichoderma
oportunistas, simbiosis de plantas avirulentas”, los tratamientos de semillas con T.
harzianum son capaces de aliviar las presiones abidéticas y fisiologicos en semillas, y

plantulas de cacao; e inducen la tolerancia al estrés abiotico.

Bailey, et al., (2006), en su trabajo menciona “Expresion génica de hongos y plantas
durante la colonizacion de plantulas de cacao por aislados endofiticos de cuatro
especies de Trichoderma”, los cambios observados en las interacciones
Trichoderma*cacao, mediante la caracterizacion de las interacciones entre las cuatro
especies de Trichoderma y cacao a nivel molecular, plantea la posibilidad de que las
especies de Trichoderma induce la tolerancia a estrés abidticos, incluyendo la sequia en el

cacao.

Bailey, et al., (2008), menciona en su trabajo “Antibiosis, micoparasitismo, y el éxito
de la colonizacién Trichoderma enddfitos aislados con potencial de control biolégico
en Theobroma cacao”, se aisl6 e identificé a muchas especies de Trichoderma que son

enddfitos de cacao, incluso se encuentran en la superficie del suelo.
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Bae, et al., (2008), en su trabajo indica “La respuesta a la sequia de Theobroma cacao
(cacao) y la regulacion de genes implicados en la biosintesis de poliaminas por la
sequia y otros estreses”, de acuerdo al impacto del hongo endofito de Trichoderma
hamatum, aislamiento DIS 219b sobre la respuesta del cacao a la sequia, induce la

resistencia al estrés hidrico en las plantas.

Gamboa, (2010), que en su trabajo de investigacion “Efecto de las condiciones
hidricas del suelo sobre el intercambio gaseoso y el crecimiento en plantas de

Theobroma cacao”, reporto que las plantas de cacao que son sometidas al estrés hidrico,
modificaron su comportamiento CON respecto al intercambio gase0so, presentandose

mayores conductancias estomaticas (2 a 2,5 mol/m?2.s™).

Fuentez, (2011), estudio el “Desempeiio fisiolégico de tres genotipos de Theobroma
cacao L. (Malvaceae) bajo diferentes regimenes hidricos en etapa de vivero”, los
genotipos evaluados no se encontrd diferencia para las condiciones hidricas aplicadas
segun el crecimiento. Aunque se destaca la respuesta del genotipo PA121 bajo condiciones

extremas de agua, 25% y 100%.

Trigozo, (2012), indica en su trabajo de investigacion “Influencia de Trichoderma spp
endofito sobre el crecimiento e induccion de resistencia al estrés hidrico en cacao
(Theobroma cacao 1.)”, que todos los aislamientos de Trichoderma tuvieron la capacidad
de colonizar plantas de cacao de 16 dias de edad con los dos métodos de inoculacién
(inoculacidn en semillas e infestacion del suelo); sin embargo, en el método de inoculacion
en semillas obtuvo mayor colonizacién a comparacion del método de infestacion en suelo),

donde los aislamientos TE-39 y TE-50 fueron que mejor colonizaron la raiz del caco.

Pichis, (2013), como resultado en su trabajo de investigacion “Influencia de cepas de
Trichoderma sp endofito en el crecimiento, nutricion y resistencia foliar a
Phytophthora palmivora en plantones de cacao (Theobroma cacao 1.) en San Martin”,
de acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que: el Tratamiento 4, correspondiente
a la cepa T.E.-126, influenci6 de manera positiva en el crecimiento y desarrollo vegetativo
de los plantones de cacao en invernadero, ya que esta cepa tuvo un comportamiento como

promotor del crecimiento y desarrollo vegetativo, mostrando resultados favorables en la
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mayoria de los parametros biométricos evaluados, tales como altura de planta, area foliar

y longitud radicular.

Garcia, (2014), menciona en su trabajo “Caracterizacion de las respuestas fisioldgicas
y bioquimicas en tres clones de cacao (Theobroma cacao L.) sometidos a diferentes
niveles de déficit hidrico”, no se encontraron diferencias en las variables de respuesta en el
comportamiento final de los clones de cacao (Theobroma cacao L) ICS60, ICS95 y CCN51, a
diversas condiciones hidricas del suelo (0, 75, 100 y 120 por ciento de humedad) durante la fase
juvenil de crecimiento (establecimiento), también menciona que es sensible al contenido de
humedad disponible en el suelo y la respuesta morfoldgica es la reduccion del tamafio de la planta
en altura, didmetro del tallo, &rea foliar y nimero de hojas. La reduccion es proporcional a la

magnitud de la deficiencia de humedad en el suelo.

Cortes, Vegas, Sigarroa, Moreno y Cardenas (2015), nos indica en su trabajo “Sustratos
inoculados con microorganismos para el desarrollo de plantas de cacao (Theobroma
cacao) en etapa de vivero”, la inoculacién microbiana en lo sustratos T2 [bioabono: 2:1:1
= suelo: bioabono (lombricompuesto + Trichoderma sp. + HFMA asociado al cultivo de
cacao) + arena], T3 (inoculante comercial mixto: 2:1:1 = suelo + lombricompuesto + arena
+ 20 ml de inoculante comercial mixto) y T4 (rizobacterias de cacao: 2:1:1 = suelo,
lombricompuesto y arena + inoculacion con 20 ml de inoculante de rizobacterias asociadas
al cultivo de cacao), aumentaron las poblaciones de rizobacterias, lo cual se vio favorecido
por la incorporacion de materia organica (humus de lombriz), mejorando el desarrollo

vegetativo de las plantas de cacao en etapa de vivero.
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CAPITULO II
MATERIALES Y METODOS

2.1. Tipo de método de investigacion.

El proyecto de investigacion es de nivel aplicativa, perteneciendo a un tipo Descriptiva
— Comparativa ya que se pretende describir y comparar el efecto de las enmiendas
organicas asociadas a Trichoderma enddfitos, aplicadas a diferentes genotipos de cacao
(Theobroma cacao L.) en condiciones de estrés hidrico, es decir, evaluar el
comportamiento de los diferentes genotipos de plantulas de cacao frente al estrés hidrico,
aplicando enmiendas organicas (humus de lombriz y guano de islas) asociada con
Trichoderma endofitos, con la finalidad de atenuar la tolerancia del efecto del estrés

hidrico.

2.2. Disefio de investigacion.

Se empled un disefio de bloques completamente al azar, con 3 repeticiones, con arreglo
factoral de 2x4x4 con 32 tratamientos. Existiendo tres factores, donde el factor “A” es la

enmienda orgénica, el factor “B” son los genotipos de cacao y el factor “C” son las cepas
de Trichoderma. Ver (tabla 1).

Modelo matematico fue:

Yij=pn+a+b+c+ab+actbc+ej

2.3. Unidad de anélisis, universo y muestra.

2.3.1. Unidad de analisis: 3 Plantas/Blogues/Tratamiento (T).
2.3.2. Muestra: 24 plantas de cacao a evaluar por tratamiento durante la duracion del
proyecto.

2.3.3. Universo: vivero con 96 plantas de cacao.



2.3.4. Tratamientos y niveles de factor.

Fuente. Elaboracion propia

Tabla 1
Esquema de los niveles de factores y tratamientos.
Factor A Factor B Factor C Tratamientos
Enmiendas Genotipos de Cepas de
oraanicas cacao Trichoderma
Factor C1 TE-21 G1E1TE-21
Factor B1 Factor C2 TE-25 G1E1TE-25
CCN-51 Factor C3 TE-51 G1E1 TE-51
Factor C4 TE-54 G1E1TE-54
Factor C1 TE-21 G2 E1 TE-21
Factor B2 Factor C2 TE-25 G2 E1 TE-25
ICT-2142 Factor C3 TE-51 G2 E1 TE-51
Factor C4 TE-54 G2 E1 TE-54
Factor A

Humus de lombriz Factor C1 TE-21 G3 E1TE-21
Factor B3 Factor C2 TE-25 G3 E1 TE-25

actor
ICT-1189 Factor C3 TE-51 G3 E1 TE-51
Factor C4 TE-54 G3 E1 TE-54
Factor C1 TE-21 G4 E1 TE-21

Factor B4

1CS-95 Factor C2 TE-25 G4 E1 TE-25
Factor C3 TE-51 G4 E1 TE-51
Factor C4 TE-54 G4 E1 TE-54
Factor C1 TE-21 G1E2 TE-21
R Factor C2 TE-25 G1E2 TE-25

actor
CCN-51 Factor C3 TE-51 Gl E2 TE-51
Factor C4 TE-54 Gl E2 TE-54
Factor C1 TE-21 G2 E2 TE-21
Factor B2 Factor C2 TE-25 G2 E2 TE-25

actor
ICT-2142 Factor C3 TE-51 G2 E2 TE-51
Factor C4 TE-54 G2 E2 TE-51

Factor B

et Factor C1 TE-21 G3E2 TE-21
Factor C2 TE-25 G3 E2 TE-25
Factor B3 Factor C3 TE-51 G3 E2 TE-51
ICT-1189 Factor C4 TE-54 G3 E2 TE-54
Factor C1 TE-21 G4 E2 TE-21
- Factor C2 TE-25 G4 E2 TE-25

actor
1CS-95 Factor C3 TE-51 G4 E2 TE-51
Factor C4 TE-54 G4 E2 TE-54
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2.4. Materiales bioldgicos.
2.4.1. Genotipos de cacao y/o accesiones.

Los genotipos de cacao que se utilizaron en el presente estudio fueron: CCN 51 e
ICS 95 y dos accesiones ICT 2142 e ICT 1189. Tales genotipos y accesiones fueron
propagados por ramillas.

2.4.2. Cepas de Trichoderma.

La coleccion de hongos enddfitos del Instituto de Cultivos Tropicales,
conservados a -10°C en solucion de glicerol 2%, se selecciond cuatro cepas de
Trichoderma sp con antecedentes de inducir tolerancia al estrés hidrico.

Tabla 2

Procedencia de las cepas de Trichoderma endofitos.
N° Especies de Trichoderma Cepas Organo Localidad
1 Trichoderma harzianum TE-21  Tallo Pastaza
2  Trichoderma harzianum TE-25 Tallo Ungumayo
3 Trichoderma harzianum TE-51 Tallo Uritoyacu

4  Trichoderma bermicompactum TE-54  Tallo Uritoyacu
Fuente. Elaboracion propia

2.4.3. Enmiendas organicas.

Las enmiendas organicas utilizadas en esta investigacion fueron humus de lombriz

y guano de isla.

2.5. Ubicacion del lugar experimental.

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de Fitopatologia e invernadero
Trudy del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT), distrito de La Banda del Shilcayo,
provinciay region de San Martin, ubicado a 06° 00' 28" de latitud sur, 76° 00" 18" longitud
oeste y 315 m.s.n.m.m.
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2.6. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

Se recogio la informacion a través de la observacion y el registro fisico de cada uno de
los indicadores de la variable (porcentaje de colonizacién de Trichoderma endofitos en la
raiz de cacao, altura de planta, nimero de hojas, niUmero de ramas, conductancia
estomatal, longitud de laraiz, indice de tolerancia a la sequia y grado de marchitez), donde

se consigno los datos en las fichas de registro de cada indicador de la variable.

2.7. Conduccion del experimento.

2.7.1. Propagacion asexual de cacao (ramillas).

a. Preparacion del sustrato para el llenado de bolsas. Para el sustrato se utilizd
tierra negra y arena, en una proporcion 2:1 respectivamente, con la finalidad que

las raices tengan un desarrollo favorable.

b. Llenado bolsasy acomodado en el vivero. Después de haber preparado el sustrato
se llenaron las bolsas y se organizo las bolsas en el vivero en 12 hileras por 60 filas,
todas estas sin separacion, se remojo el sustrato para mantener el suelo a capacidad
de campo (Figura 2). Las bolsas que se utilizé fueron de polietileno negro con las
medidas de 25 centimetros de alto por 15 de ancho. Estas bolsas fueron ubicadas en

un lugar con sombra regulada al 70%.

igura 2. Llenado y acomodado de bosas. A) Llenado de bolsas, B) Acomodado de bolsas.
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Propagacién de cacao por ramillas. Un dia antes se remojo el sustrato para que
estén a capacidad de campo, se localizo las plantas madre para la colecta de las
ramillas de cada genotipo mencionado, el tamafio de las ramillas debe de estar entre
30 a 35 cm de lago y no debe tener menos de 1 cm de diametro. Al momento del
transporte de las ramillas no deben de ser maltratadas, para luego ponerlas en baldes
con agua para evitar la deshidratacion. Para cada ramilla de cacao se dejé entre 3 a
5 hojas de la parte superior, eliminado el resto de las hojas (hojas bases), las hojas

seleccionadas, se cortd la cuarta parte de la hoja.

Luego las ramillas se cortaron en bisel a unos 25 cm de largo, que fueron tratadas
con oxicloruro de cobre (1g/It) para proteger de algin patégeno. La hormona que
se aplico es el acido indo butirico (AIB), a una concentracion de 8 000 ppm, con el
tallo humedecido producto de la desinfeccion se introdujo en el recipiente
conteniendo la hormona, logrando que ésta quede adherida con facilidad, entre 2 a

3 cm de la base.

Seguido se realzé la siembre de las ramillas, donde cada bolsa debe de estar con
su respectivo hoyo entre 3 a 5 cm de profundidad, se finalizé con una ligera presion
con el dedo pulgar e indice para que, tanto el tallo y suelo queden en contacto.
Luego, se hiso un control fitosanitario a las ramillas y el sustrato aplicando un
fungicida para prevenir algun ataque fungoso. Finalizando se procedio al tapado y
sellado para evitar el ingreso de aire y escape de la humedad, generando asi una

camara humeda (Figura 3).
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Figura 3. Propagacion de cacao por ramillas. A) Seleccion de plantas elite de cacao. B) Seleccién
de ramillas para la propagacion. C) Ramilla de cacao preparada para su propagacion. D) Corte
bisel a la ramilla de cacao. E). Tratado de la ramilla de cacao con oxicloruro de cobre F) Aplicacién
de la hormona AIB a la ramilla de cacao. G) Siembra de la ramilla de cacao. H) Tapado de la
camara himeda.

Aclimatacion de los plantones. Para no alterar el desarrollo de las plantas se
realizo progresivamente la apertura de la cdmara himeda por un tiempo de ocho
dias, el primer dia se abri6 por un tiempo de una hora por cinco filas por extremos,
el segundo dia por un tiempo de dos horas y 10 por filas extremos, asi fue
aumentado el tiempo y las filas por abrir durante los ocho dias hasta completar la

aclimatacion de los plantones (Figura 4).
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Figura 4. Aclimatacion de las ramillas de cacao. A) Verificacion y destape parcial de las
ramillas al cumplir los 2 meses, B) Primer dia de aclimatacion. C) Segundo dia de
aclimatacién. D) Tercer dia de aclimatacion. E) Cuarto dia de aclimatacion. F) Quinto dia de
aclimatacién. G) Sexto dia de aclimatacion. H) Séptimo dia de aclimatacion y destape total.

2.7.2. Produccion y conteo de conidias de Trichoderma endofitos.

a. Preparacion de medio de cultivo. Papa dextrosa Agar (PDA): En un recipiente se
incorpord 250 g de papa en trozos previamente lavado y se hirvié con 500 ml de
agua destilada por 20 min aproximadamente, y en otro recipiente, se diluy6 18 gr
de agar con 500 ml de agua destilada, luego se agregd el caldo de papa y se
incorpord 10 gr de azlcar, finalmente, se esteriliz6 a 120 °C, 15 Ib de presién por

15 min (French y Herbert, 1982).
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Reactivacion de Trichoderma. Los aislamientos seleccionados de Trichoderma
que se encuentran en conservacion en la micoteca del Laboratorio de Fitopatologia
del ICT, se reactivaron en placas petri conteniendo PDA, incubadas a temperatura

ambiente (aprox. 25°C) por cinco dias.

Produccion de Trichoderma. En condiciones asépticas se incorporé un disco de
medio de cultivo (0,5 cm de diametro) con micelio de Trichoderma en placas petri
conteniendo medio PDA, se dejé en incubacidn a temperatura ambiente por cinco

dias.

Preparacion e inoculacion de Trichoderma en sustrato con BIODAC. Se
prepar0 el sustrato con biodac en bolsitas de polipropileno de 6 x 12 pulgadas
conteniendo 200 g del sustrato por bolsa, en donde se adicioné carbonato de calcio
al 0,45% para estimular la esporulacion de las conidias en 70 ml de Agua destilada
estéril (ADE)/bolsa; luego se esterilizo a 120 °C, a una presion de 15 Ib durante 20
minutos; finalmente, se introdujo discos de PDA colonizado con Trichoderma en

el sustrato y se incubo bajo luz durante 14 dias. (Figura 5)



Figura 5. Preparacion e inoculacion de Trichoderma en sustrato con Biodac. A) Pesado del sustrato
de biodac, B) Pesado de carbonato de calcio. C) Homogenizacion del carbonato de calcio con agua
destilada. D) Medicién de 70 ml de agua destilada con carbonato de calcio. E) Aplicacién del
carbonato de calcio al biodac. F) Cepas de Trichoderma. H) Incubacion de las cepas de
Trichoderma.

Conteo de conidias de Trichoderma. Se realiz6 tomando 1 g del sustrato con el
hongo de cada unidad experimental (bolsa), la muestra se llevé a un tubo de ensayo
con 10 ml de agua destilada estéril (ADE) + tween al 0,1%, se agitd mediante un
vortex hasta desprender conidias del sustrato, luego se realizo diluciones hasta 10-
3 para realizar el conteo de conidias mediante cAmara Neubauer en el microscopio.
La toma de las muestras se realizé6 mediante una micropipeta y se llen6 la camara
de Neubauer por capilaridad luego se Ilevé al microscopio y se procedio a contar

las conidias en el cuadrante central de la camara (Figura 6).

Se contd tres veces para minimizar el error y se determiné la concentracion de

conidias mediante la siguiente férmula:
N° conidias/ml = X .5 x 10%.ID
5 = N° cuadraditos contados en el cuadrante central

X = Promedio de conidias contadas
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Para obtener el numero de conidias por gramo del producto, se multiplicé el
promedio del numero de conidias por mililitro obtenido en el recuento, por el
volumen empleado en la preparacion de la suspension 10 y se divido por el peso

de la muestra utilizada.

Figura 6. Conteo de conidias de Trichoderma. A) Pesado de 1 gr de Trichoderma, B) Agitado de
las conidias de Trichoderma. C) Conidias de Trichoderma diluida hasta 102, D) Conteo de
conidias de Trichoderma en la cAmara de Neubauer. E) Camara de Neubauer en el microscopio

2.7.3. Siembra de los plantones de cacao, inoculacion de Trichoderma enddfitos e
induccion al estrés hidrico.

a. Trasplante de plantones de cacao y aplicacién de enmiendas organicas. Al
culminar la aclimatacion de los plantones de cacao, que duro tres meses, se realizo
el repique a una maceta de 4 kilogramos de sustrato y se agreg6 300 g de humus de
lombriz y 50 g de guano de isla (Figura 7). Se mezcl6 uniformemente cada

enmienda organica en cada uno de las macetas.
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Figura 7. Trasplante de los plantones de cacao y aplicacion de enmiendas orgénicas. A)
Pesado de las enmiendas organica. B) Suelo preparado para las macetas. C) Pesado de 4 kg
de suelo por baldes. D) Mezcla del suelo y enmienda orgénica. E) Trasplante del plantén a la
maceta. F) Plantones trasplantados

Infestacion de suelo con Trichoderma enddfito. Se preparé la solucion
concentrada de Trichoderma tomada del sustrato Biodac, el método que se aplico
es via drench a suelo a razon de 100 ml de solucion por cada maceta, se dejara por

espacio de siete dias para que las cepas de Trichoderma colonicen la planta. Los

plantones fueron regados cada dos dias (Figura 8).

Figura 8. Infestacion de suelo con Trichoderma enddéfito. A) Mescla del Trichoderma con agua
destilada estéril. B) Cepa de Trichoderma (TE- 21). C) infestacion a las macetas con Trichoderma.
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Induccion al estrés hidrico. Se sometid a estrés hidrico a las plantas de cacao, que
fueron colonizadas con aislamientos de Trichoderma endoéfito. Las plantas fueron
sometidas al estrés hidrico (sequia) cuando las macetas estén a capacidad de campo,
el riego se cortd hasta que la planta muera y la evaluacion de los indicadores
culmind. Los plantones tuvieron dos meses de desarrollo para que las cepas de
Trichoderma endofitas tengan la capacidad de colonizacion, para luego cesar el

riego e indicar al estrés hidrico a las plantulas de cacao.

2.7.4. Porcentaje de colonizacion de Trichoderma en la raiz de las plantas de cacao.

2.8.

A partir de las secciones (punta de raiz y raices madura) de tejido de la planta, que
fueron sembradas en medio CMDA, se registré el crecimiento de Trichoderma sobre
cada seccién, se coloc6 un signo positivo (+) a los segmentos donde creci
Trichoderma y signo negativo (-) en el segmento donde no crecid Trichoderma
endofito. (Bailey, et al., 2008).

Variables.

2.8.1. Variable dependiente.

Cepas de Trichoderma endofitos

Enmiendas organicas (humus de lombriz y guano de isla)

2.8.2. Variable independiente.

2.9.

Genotipos de cacao
Indicadores de variable a evaluar.

Porcentaje de colonizacion de Trichoderma endofitos en la raiz de caco. Se evalud
al finalizar las evaluaciones, de las sesiones de los tejidos punta de la raiz y raices
madura, fueron sembradas en medio CMDA, se registrd el crecimiento de

Trichoderma sobre cada seccién.

Altura de planta (AP). Se evaluacion durante el proceso de estrés hidrico hasta que
la planta muera, con la ayuda de una regla milimetrada desde la base del tallo hasta el
apice de la plantula, esto se realizd cada 4 dias. Unidad de medida cm.
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Numero de hojas (NH). Se registr6 cuantitativamente la cantidad de hojas, se
evaluacion durante el proceso de estrés hidrico hasta que la planta muera, esto se

realiz6 cada 4 dias.

Numero de ramas (NR). Se registrd cuantitativamente la cantidad de ramas, se
evaluacion durante el proceso de estrés hidrico hasta que la planta muera, esto se

realiz6 cada 4 dias

Conductividad estomatica (CE). Esta variable se evalué con un Porometro (Leaf
Porometer), marca Decagon Devices, modelo SC - 1, que determina la velocidad de la
conductancia estomatal a través los poros de las hojas que son responsables de la toma
y expulsar el CO, (mmol/m?.s?), se evaluacion durante el proceso de estrés hidrico

hasta que la planta muera, esto se realiz6 cada 2 dias.

Longitud de la raiz (LR). Después de haber sacrificado las plantas (3
plantas/tratamiento), se tomd fotos digitales de las raices, para determinar la longitud
de raiz, estas imagenes fueron procesadas con el programa de andlisis de imagenes
Assess — Image Analysis Software for Plant Disease Quantification (Lamari, 2002).

Unidad de medida mm.

indice de tolerancia a la sequia (DTI). Con la ayuda de una balanza analitica marca
Sartorius. se determind el peso fresco (Pf) el mismo dia que las plantas fueron
sacrificadas, posteriormente las muestras se pusieron en una estufa por un tiempo de 5
dias a 50 °C para determinar el peso seco (Ps), con los datos obtenidos se obtuvo el

indice de tolerancia a la sequia.

Grado de marchitez (GM). Con la ayuda de la escala del grado de marchites se

determind, esto se realiz6 cada 2 dias.

Técnica de procesamiento y andlisis de datos.

Los datos fueron procesados con el paquete estadistico Infostad. Para el analisis de

medias se utilizo la prueba de Scott & Knott (p< 0,05).
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En caso de la variable longitud de la raiz, primero tomd fotos digitales de las raices,
para determinar la longitud de raiz, estas imagenes fueron procesadas con el programa de
andlisis de imagenes Assess — Image Analysis Software for Plant Disease Quantification

(Lamari, 2002), luego procesado en el programa de Infostad.

Para el indice de tolerancia a la sequia se aplicé una férmula:

peso de biomasa seca (tratamiento)
DTI = - - x 100
peso biomasa seca (testigo)
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CAPITULO I11
RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Resultados.

a. Efecto de la colonizacion de Trichoderma endofito en la raiz de cacao sobre el

estrés hidrico.

En la tabla 3, muestra el analisis de varianza del porcentaje de colonizacién en la raiz
de cacao, para el caso de los factores enmienda, genotipo, cepas e interacciones
(genotipo*enmienda, enmienda*cepa y genotipo*enmienda*cepa) existe diferencias
significativas, en tanto la interaccién (Cepa*Genotipo) no existe diferencia significativa,

segun el test Scott & Knott (p< 0.05).

Tabla 3
Analisis de varianza del porcentaje de colonizacién de Trichoderma enddfita en la raiz
de cacao. (F tabulado 0.05. 0.01).

F.V. SC al CM F p-valor
Enmienda 84375 1 84375 48 0,020 2 *
Genotipo 7942,71 3 2 647,57 21,79 0,000 1 **
Genotipo*Enmienda 2 552,08 3 850,69 7 0,005 6 **
Cepa 36 380,21 3 12126,74 69,85 0,000 1 **
Cepa*Genotipo 1901,04 9 211,23 1,22 0,307 3 n,s.
Enmienda*Cepa 2760,42 3 920,14 53 0,003 1 **
Genotipo*Enmienda*Cepa 3 750 9 416,67 2,4 0,024 6 *
Error 8 333,33 48 173,61
Total 75 390,63 95
R? 89 %

CcVv 18,74 %

Fuente. Elaboracién propia

En el grafico 1 a muestra el porcentaje de colonizacion de Trichoderma enddfitos a la
raiz de cacao, la enmienda es significativo, siendo humus de lombriz obtuvo un mejor
efecto con 79,69 %, en tanto guano de isla obtuvo el menor resultado con 60,94 %. Para
los genotipos en el grafico 1 b, es significativo, siendo los genotipos ICT-1189, ICS-95 e
ICT-2142 obtuvieron mejor efecto con 79,17, 75,00 y 71,88 % respectivamente, en tanto
CCN-51 con 55,21 %. Por ultimo en el gréfico 1 c, las cepas de Trichoderma endoéfitos,
donde las cepas TE-51, TE-21 fueron los que mayor % de colonizacion obtuvieron con

85,42 y 84,38 respectivamente.
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Grafico 1. Variables agrondmicas estudiadas de la planta de cacao con respecto al porcentaje de colonizacién de
Trichoderma endéfitos a la raiz de cacao, con enmiendas organicas, cepas de Trichoderma y genotipos.
EL porcentaje de colonizacion de Trichoderma endofitos a la raiz de cacao, muestra
en latabla 4, que la interacciones E1*G3, E1*G4 y E1*G2 influyeron en la colonizacién
de la raiz del cacao con 83,33, 81,25 y 81,25 %.

Tabla 4
Variables agrondmicas estudiadas de la planta de cacao con respecto al porcentaje de
colonizacion de la raiz de cacao, en la interaccion genotipo*enmienda.

Enmiendas Genotipo
Gl G2 G3 G4
Humus de lombriz 7292 b 81,25 a 83,33 a 81,25 a
Guano de isla 3750¢c 62,50 b 75,00 b 68,75 b

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
Fuente. Elaboracion propia

EL porcentaje de colonizacion de Trichoderma endofitos a la raiz de cacao, muestra
en la tabla 5, que la interacciones E1*TE-51 y E1*TE-21 influyeron en la colonizacion
de la raiz del cacao con 100 y 97,92 %.
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Tabla s

Variables agronodmicas estudiadas de la planta de cacao con respecto al porcentaje de
colonizacion de la raiz de cacao, en la interaccion enmienda*cepa.

Enmiendas Cepas de Trichoderma
TE-21 TE-21 TE-21 TE-21
Humus de lombriz 97,92 a 4583 b 100,00 a 75,00
b
Guano de isla 70,83 b 29,17d 70,83 b 72.92
b

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
Fuente. Elaboracién propia

Se muestra en el grafico 2, la interaccion genotipos, enmiendas y cepas de
Trichoderma respecto al porcentaje de colonizacion de la raiz de cacao, siendo
G2*E1*TE-51, GA4*E1*TE-51, G4*E1*TE-21, G3*E1*TE-51, GI1*E1*TE-21,
G3*E1*TE-21 y G1*E1*TE51los que obtuvieron un 100 % de colonizacion de la raiz,
en tanto G3*E2*TE-21, G2*E1*TE-21 y G3*E2*TE-54 obtuvieron 91,67 % de

colonizacion.
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Porcentaje de colonizacion de Trichoderma endofitos en la raiz de cacao
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Grafico 2. Interaccion entre genotipos, enmiendas y cepas de Trichoderma al porcentaje de colonizacidn de raiz de cacao. Letras distintas indican diferencias significativas
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b. Efecto del estrés hidrico en la planta de cacao en la variable altura de planta.

En la tabla 6, muestra el andlisis de varianza de la altura de planta (AP), para el caso
del factor genotipo existe diferencias significativas, en tanto la enmienda y cepas no existe

diferencia significativa, segun el test Scott & Knott (p< 0,05).

Tabla 6
Analisis de varianza de la interaccion de genotipos, enmiendas y cepas de Trichoderma,
con respecto a la altura de planta de cacao. (F tabulado 0,05. 0,01).

F.V. SC gl CM F p-valor
Enmienda 69,02 1 69,02 2,60 0,248 1 n.s.
Genotipo 697,50 3 232,50 19,49 0,000 1 **
Genotipo*Enmienda 89,11 3 29,70 2,49 0,110 1 n.s.
Cepa 18,12 3 6,04 0,25 0,862 4 n.s.
Cepa*Genotipo 198,40 9 22,04 0,90 0,528 8 n.s.
Enmienda*Cepa 45,26 3 15,09 0,62 0,606 n.s.
Genotipo*Enmienda*Cepa 205,21 9 22,80 0,94 0,503 5 n.s.
Error 1169,58 48 24,37
Total 2 693,04 95
R? 57 %
Ccv 10,59 %

Fuente. Elaboracién propia

En el grafico 3 a muestra la AP, que la enmienda no es significativo, pero
numéricamente el humus de lombriz tubo un mejor efecto con 47,44 cm, en tanto guano
de isla obtuvo el menor resultado con 45,74 cm. Para las cepas de Trichoderma en el
grafico 3 b, no es significativo, pero numéricamente la TE-21 con 47,23 cm, seguidos de
la TE-51y TE-54 con 46,63 y 46,51 cm respectivamente. En tanto los genotipos muestra
en el grafico 3 ¢, que existe significancia, siendo el ICT-1189 que obtuvo el mejor
resultado con 50,15, seguidos del ICS-95, ICT-2142 y CCN-51 con 47,61, 45,81y 42,74

cm respectivamente.
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Grafico 3. Variables agronomicas estudiadas de la planta de cacao con respecto a la altura de la planta, con enmiendas
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orgénicas, cepas de Trichoderma y genotipos.

c. Efecto del estrés hidrico en la planta de cacao en la variable nimero de hojas.

En la tabla 7, muestra el analisis de varianza de niamero de hojas (NH), para el caso

del factor genotipo existe diferencias significativas, en tanto laenmienda y cepas no existe

diferencia significativa, seglin el test Scott & Knott (p< 0,05).

Tabla 7
Analisis de varianza de la interaccion de genotipos, enmiendas y cepas de Trichoderma,
con respecto al nimero de hojas de la planta de cacao. (F tabulado 0,05. 0,01).

F.V. SC al CM F p-valor
Enmienda 612,57 1 612,57 515 0,151 2n.s.
Genotipo 3 806,09 3 1268,7 23,46  0,0001 **
Genotipo*Enmienda 241,57 3 80,52 1,49 0,267 3n.s.
Cepa 139,82 3 46,61 094 0,4279n.s.
Cepa*Genotipo 751,17 9 83,46 1,69 0,1184n.s.
Enmienda*Cepa 48,34 3 16,11 0,33 0,8068n.s.
Genotipo*Enmienda*Cepa 204,48 9 22,72 046 0,8945n.s.
Error 2 375,37 48 49,49
Total 9 080,87 95
R2 74 % CVv 19,21 %
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Fuente. Elaboracion propia
En el grafico 4 a muestra el nimero de hojas, que la enmienda no es significativo, pero

numéricamente el humus de lombriz tubo un mejor efecto con 39,15, en tanto guano de
isla obtuvo el menor resultado con 34,09. Para las cepas de Trichoderma en el gréfico 4
b, no es significativo, pero numéricamente la TE-51 con 38,44, seguidos de la TE-54 y
TE-21 con 36,67 y 36,31 respectivamente. En tanto los genotipos muestra en el grafico 4
C, que existe significancia, siendo el CCN-51 que obtuvo el mejor resultado con 45,33,
seguidos del ICT-1189 e ICT-2142 con 37,10 y 36,50 respectivamente, por ultimo, el
ICS-95el que resulto con menor valor con 27,54.

a Numero de hojas b Numero de hojas
40 -
20 | 39152 39 - 38442
38 -

38 |
37 | 37 1 3631a 36.672
36 36 1 35.06
35 1 34.09b 35 1
34 34 4
- . .

Humus de lombriz Guano deisla TE-21 TE-25 TE-51 TE-54

) . Cepas de Trichoderma
Enmiendas organicas

Numero de hojas

0 7 45334

40 A 36.50 b 37.10b
35 4
30 - 27.54 c
25 4
20

CCN-51 ICT-2142 ICT-1189 ICS-95

Genotipos

Grafico 4. Variables agrondmicas estudiadas de la planta de cacao con respecto al nimero de hojas, con
enmiendas organicas, cepas de Trichoderma y genotipos.
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d. Efecto del estrés hidrico en la planta de cacao en la variable nUmero de ramas.

En la tabla 8, muestra el andlisis de varianza de nimero de hojas (NR), para el caso
del factor genotipo existe diferencias significativas, en tanto la enmienda y cepas no existe

diferencia significativa, segtin el test Scott & Knott (p< 0,05).

Tabla 8
Analisis de varianza de la interaccion de genotipos, enmiendas y cepas de Trichoderma,
con respecto al numero de ramas de la planta de cacao. (F tabulado 0,05. 0,01).

F.V. SC al CM F p-valor

Enmienda 2,67 1 2,67 1,18 0,390 9 n.s.
Genotipo 242,51 3 80,84 25,33  0,0001 **

Genotipo*Enmienda 9,6 3 3,2 1 0,424 9 n.s.
Cepa 3,39 3 1,13 0,35 0,790 6 n.s.
Cepa*Genotipo 57,26 9 6,36 196 0,065 n.s.
Enmienda*Cepa 4,65 3 1,55 0,48 0,699 2n.s.
Genotipo*Enmienda*Cepa 15 9 1,67 0,51 0,857 ns
Error 155,58 48 3,24

Total 539,74 95

R?2 1%

Cv 28.29 %

Fuente. Elaboracién propia

En el grafico 5 a muestra el nimero de ramas, que la enmienda no es significativa,
pero numéricamente el humus de lombriz tubo un mejor efecto con 6,53, en tanto guano
de isla obtuvo el menor resultado con 6,20. Para las cepas de Trichoderma en el grafico
5 b, no es significativo, pero numéricamente la TE-51 con 6,67, seguidos de la TE-54 y
TE-21 con 6,38 y 6,23 respectivamente. En tanto los genotipos muestra en el grafico 5 c,
que existe significancia, siendo el CCN-51 que obtuvo el mejor resultado con 8,17,
seguidos del ICT-2142 e ICT-1189 con 6,92 y 6,56 respectivamente, por ultimo, el ICS-

95 el que resulto con menor valor con 3,81.
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Grafico 5. Variables agrondmicas estudiadas de la planta de cacao con respecto al nimero de ramas, con
enmiendas organicas, cepas de Trichoderma y genotipos.

e. Efecto del estrés hidrico en la planta de cacao en la variable conductancia

estomatal.

En la tabla 9, muestra el analisis de varianza de la conductancia estomatal para el caso
del factor enmienda y genotipo existe diferencias significativas, en tanto cepas no existe

diferencia significativa, seglin el test Scott & Knott (p< 0,05).

Tabla 9
Analisis de varianza de la interaccion de genotipos, enmiendas y cepas de Trichoderma,
con respecto a la conductancia estomatal de la planta de cacao. (F tabulado 0,05. 0,01).

F.V. SC al CM F p-valor
Enmienda 7 693,06 1 7693,06 33,73 0,0284*
Genotipo 40 235,16 3 13411,72 97,18 0,000 1 **
Genotipo*Enmienda 9 606,87 3 3202,29 23,2 0,0001**
Cepa 287,59 3 95,86 0,49 0,6916n.s.
Cepa*Genotipo 18 739,89 9 20082,21 10,62 0,000 1 **
Enmienda*Cepa 5878,55 3 1959,52 10 0,000 1 **
Genotipo*Enmienda*Cepa 9241 9 1 026,78 5,24 0,0001**
Error 9 409,75 48 196,04
Total 104 007,18 95
R2 91 % CVv 13,12 %

Fuente. Elaboracion propia
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En el grafico 6 a muestra la conductancia estomatal, que la enmienda es significativa,
siendo el humus de lombriz tubo un mejor efecto con 115,67 mmol/m2.s?, en tanto guano
de isla obtuvo el menor resultado con 97,76 mmol/m?2.s™. Para las cepas de Trichoderma
en el grafico 6 b, no es significativo, pero numéricamente la TE-25 con 108,13
mmol/m?.s?, seguidos de la TE-51 con 108,01 mmol/m?.s?. En tanto los genotipos
muestra en el grafico 6 ¢, que existe significancia, siendo el ICT-2142 que obtuvo el mejor
resultado con 136,95 mmol/m2.s?, seguidos del ICT-1189 y CCN-51 con 108,42 y 101,89
mmol/m?.s? respectivamente, por Gltimo, el 1CS-95 el que resulto con menor valor con
79,59 mmol/m?.s™,

a Conductancla estomatal b Conductancia estomatal
120 - 115.67 a 109 - 108.13a 108.01a
115 - 108 106.88 a
| 107 -
o 106 -
1 105 -
100 J 97.76 b 104 103.84 a
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a5 : . 101 -
Humus de lombriz Guano de isla TE-21 TE-25 TE-51 TE-54
Enmiendas organicas Cepas de Tricoderma

c Conductancia estomatal
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120 1 101.89b 108.42b
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Genotipos

Grafico 6. Variables agrondmicas estudiadas de la planta de cacao con respecto a la conductancia estomatal,
con enmiendas orgénicas, cepas de Trichoderma y genotipos.
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f. Efecto del estrés hidrico en la planta de cacao en la variable longitud de la raiz.

En la tabla 10, muestra el analisis de varianza de la longitud de la raiz para el caso del
factor genotipo y cepas existe diferencias significativas, en tanto enmienda no existe

diferencia significativa, segtin el test Scott & Knott (p< 0,05).

Tabla 10
Analisis de varianza de la interaccion de genotipos, enmiendas y cepas de Trichoderma,
con respecto a la longitud de raiz de la planta de cacao. (F tabulado 0,05. 0,01).

F.V. SC gl CM F p-valor
Enmienda 947 121,48 1 947 121,48 9,84 0,0883n.s.
Genotipo 3083 246,64 3 1027748,88 18,17 10,0001 **
Genotipo*Enmienda 533 059,13 3 177 686,38 3,14 0,0652n.s.
Cepa 2 947 276,47 3 982 425,49 9,7 0,0001**
Cepa*Genotipo 1 288 765,65 9 143 196,18 1,41 0,208 6 n.s.
Enmienda*Cepa 383 564,06 3 127 854,69 1,26 0,297 6n.s.
Genotipo*Enmienda*Cepa. 1 835 407,14 9 203 934,13 2,01 0,058 n.s.
Error 4859 116,63 48 101 231,6
Total 17 018 533,3 95
R2 71 %
CVv 22,78 %

Fuente. Elaboracion propia

En el grafico 7 a muestra la longitud de la raiz, que la enmienda no es significativa,
pero numéricamente el humus de lombriz tubo un mejor efecto con 1496,19, en tanto
guano de isla obtuvo el menor resultado con 1297,54. Para las cepas de Trichoderma en
el grafico 7 b, es significativo, siendo la TE-21, TE-54 y TE-51 con 1541,71, 1494,17 y
1453,31 mm respectivamente, en tanto la TE-25 con 1098,26 mm que obtuvo menor
valor. En tanto los genotipos muestra en el grafico 8 c, que existe significancia, siendo el
ICT-2142, CCN-51 y ICT-1189 con 1510,88, 1497,36 y 1492,56 mm que obtuvo los
mejores resultados respectivamente, por ultimo, el ICS-95 el que resulto con menor valor
con 1086,68 mm.
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Gréfico 7. Variables agron6micas estudiadas de la planta de cacao con respecto a la longitud de la raiz, con
enmiendas organicas, cepas de Trichoderma y genotipos.

g. Efecto del estrés hidrico en la planta de cacao en la variable indice de tolerancia

a la sequia.

En la tabla 11, muestra el analisis de varianza indice de tolerancia a la sequia para el
caso del factor enmienda, genotipo y cepas no existe diferencia significativa, segun el test
Scott & Knott (p< 0,05).

Tabla 11
Analisis de varianza de la interaccién de genotipos, enmiendas y cepas de Trichoderma, con
respecto al indice de tolerancia a la sequia (DTI) de la planta de cacao. (F tabulado 0,05. 0,01).

F.V. SC gl CM F p-valor
Enmienda 359,06 1 359,06 4,74 0,161 3 n.s.
Genotipo 453,26 3 151,09 0,18 0,907 5n.s.
Genotipo*Enmienda 1 384,04 3 461,35 0,55 0,656 7 n.s.
Cepa 563,13 3 187,71 1,25 0,3037n.s.
Cepa*Genotipo 2 641,68 9 293,52 195 0,067 3n.s.
Enmienda*Cepa 819,41 3 273,14 1,81 0,1575ns.
Genotipo*Enmienda*Cepa 4 048,6 9 449,84 2,98 0,006 7 **
Error 7 234,57 48 150,72
Total 3491175 95
R2 79 % Ccv 15,83 %

Fuente. Elaboracion propia
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En el grafico 8 a muestra indice de tolerancia a la sequia, que la enmienda no es
significativa, pero numéricamente el humus de lombriz tuvo un mejor efecto con 79,47,
en tanto guano de isla obtuvo el menor resultado con 75,60. Para las cepas de
Trichoderma en el grafico 8 b, no es significativa, pero numéricamente la TE-54 y TE-
21 el que resultaron con mejores valores con 80,18 y 79,68 respectivamente. En tanto los
genotipos muestra en el grafico 8 ¢, que no existe significancia, pero numericamente
siendo el ICT-2142 e ICS-95 el que resultaron con mejores valores con 80,16 y 78,30

respectivamente.

Indice de tolerancia a la b Indice de toleranciaala
sequia sequia
80 79.47 a g1 - 80.18a 79.68 3
79 80 -~
79
;? 78
77
o6 75.60 b e 75532
75 75
74
; B il n
73 : - 72
Humus de lombriz Guano deisla TE-21 TE-25 TE-51 TE-54
Enmiendas organicas Cepas de Trichoderma

¢ Indice de tolerancia ala
sequia

82 80.16 a

80 7752 a 783 a
78

76 74.16 a

74

70

CCN-51 ICT-2142 ICT-1189 ICS-95

Genotipos

Grafico 8. Variables agrondémicas estudiadas de la planta de cacao con respecto al indice de tolerancia la sequia,
con enmiendas organicas, cepas de Trichoderma y genotipos.
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h. Efecto del estrés hidrico en la planta de cacao en la variable grado de marchitez.

En la tabla 12, muestra el analisis de varianza del grado de marchitez para el caso del
factor genotipo existe diferencias significativas, en tanto enmienda y cepas no existe

diferencia significativa, segtin el test Scott & Knott (p< 0,05).

Tabla 12
Analisis de varianza de la interaccion de genotipos, enmiendas y cepas de Trichoderma,
con respecto al grado de marchitez de la planta de cacao. (F tabulado 0,05. 0,01).

F.V. SC gl CM F p-valor
Enmienda 17,51 1 17,51 7,75 0,108 5n.s.
Genotipo 7,2 3 2,4 421 0,0298*
Genotipo*Enmienda 4,03 3 1,34 2,36 0,1228n.s.
Cepa 1,78 3 0,59 0,86 0,4709n.s.
Cepa*Genotipo 11,51 9 1,28 1,84 0,084 8n.s.
Enmienda*Cepa 3,78 3 1,26 1,82 0,157 n.s.
Genotipo*Enmienda*Cepa 11,84 9 1,32 1,9 0,0754n.s.
Error 33,33 48 0,69
Total 103,66 95
R2 68 %
CVv 24,92 %

Fuente. Elaboraci6n propia

En el grafico 9 a muestra el grado de marchitez, que la enmienda no es significativa,
pero numéricamente guano de isla tubo un mejor efecto con 2,92, en tanto humus de
lombriz obtuvo el menor resultado con 3,77. Para las cepas de Trichoderma en la grafico
9 b, no es significativa, pero numéricamente la TE-21 el que resultado con mejor valor
con 3,17. En tanto los genotipos muestra en la grafico 9 ¢, que no existe significancia,

pero numéricamente siendo el ICT-1189 el que resulto con el mejor valor con 2,92.
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a Grado de marchitez b Grado de marchitez
. 3.77 a 36 - 3.542a
s | 2.92b 3.5 - 3384
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CCN-51 ICT-2142 ICT-1189 ICS-95
Genotipos

Gréfico 9. Variables agrondmicas estudiadas de la planta de cacao con respecto al grado de marchitez, con
enmiendas organicas, cepas de Trichoderma y genotipos.

i. Efecto del estrés hidrico en la interaccién Genotipo*Enmienda en las variables

agronomicas del cacao.

En la tabla 13, muestra el efecto de estrés hidrico de la interaccion genotipo*enmienda
de cacao, con las variables agrondémicas estudiadas altura de planta (AP), nimero de hojas
(NH), nimero de ramas (NR), conductancia estomatal (CE), longitud de la raiz (LR),
indice de tolerancia a la sequia (DTI) y grado de marchitez (GM), al ser sometido al estrés
hidrico, segln el test Scott & Knott (p< 0,05).

Altura de planta (AP) de cacao con respecto a la interaccion (genotipo*enmienda), al
ser sometido al estrés hidrico, no existe diferencias significativas, pero numéricamente,
en la interaccion ICT-2142*E1 obtuvo el mejor efecto con 52,10 cm.

Conductancia estomatal (CE) de plantas de cacao con respecto a la interaccion
(genotipo*enmienda), al ser sometido al estrés hidrico, existe diferencias significativas,
siendo la interaccién ICT-2189*E1 que obtuvo el mejor valor promedio con 145,53
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mmol/m?.s?, seguida de las interacciones ICT-1189*E1, e ICT-1189*E2 con 133,04 y

128,38 mmol/m?2.s™* respectivamente.

Numero de hojas (NH), Numero de ramas (NR), longitud de la raiz (LR), indice de
tolerancia a la sequia (DTI) y grado de marchitez (GM) de plantas de cacao con respecto
a la interaccion (genotipo*enmienda), al ser sometido al estrés hidrico, no existe

diferencias significativas, siendo la interaccion CCN-51*E1 el que obtuvo el mejor

efecto, sequido de ICT2142*E2 e ICT-1189*EL.

Tabla 13

Variables estudiadas de la planta de cacao con respecto a la interaccién doble
(genotipo*enmienda), en el estrés hidrico.

Estrés hidrico

Variables Humus de lombriz Guano de isla
Gl G2 G3 G4 Gl G2 G3 G4
AP 4392c  52,10a  4683b  4691b 4156c  4820b  4492c 4830
NH 4875a  41,17b  3833b  2833¢ 4192b  318c  358b  2675c
NR 8,67 a 717b 683b  346¢ 7.67a 667b  629b 417¢
CE (mmoimesy 10754c  14553a  13304b 7655 e 96,23d  12838b  838le  8263e
LR () 1462,00a 133808b 147750a 91249 ¢ 153271a 168367a 1507,52a 1260,87h
DTI 82,49 a 80,90 a 7942a 79,14 a 78,58 a 78,01a 7590a 65,83 a
GM 283D 3584 242 283 b 383a 375a 342a  408a

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Fuente. Elaboracion propia

j. Efecto del estrés hidrico en la interaccion Cepa*Genotipo en las variables

agrondmicas del cacao.

En la tabla 14, muestra el efecto de estrés hidrico de la interaccion cepa*genotipo de
cacao, con las variables agrondmicas estudiadas altura de planta (AP), nimero de hojas
(NH), nimero de ramas (NR), conductancia estomatal (CE), longitud de la raiz (LR),
indice de tolerancia a la sequia (DTI) y grado de marchitez (GM), al ser sometido al estrés
hidrico, segun el test Scott & Knott (p< 0,05).

Conductancia estomatal (CE) de plantas de cacao con respecto a la interaccion
(cepa*genotipo), al ser sometido al estrés hidrico, existe diferencias significativas, siendo
las interacciones que mejor efecto son TE-51*ICT2142 y TE-25*ICT-2142 con 154,49 y
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148,65 58 mmol/m2.s-1 respectivamente, seguido de las interacciones TE-54*ICT2142
y TE-21*ICT-1189 con 139,94 y 128,48 mmol/m2.s-1 respectivamente.

Altura de planta (AP), nimero de hojas (NH), nimero de ramas (NR), longitud de la
raiz (LR), indice de tolerancia a la sequia (DTI) y grado de marchitez (GM) de plantas de
cacao con respecto a la interaccién (genotipo*enmienda), al ser sometido al estrés hidrico;
no existe diferencias significativas, siendo las interacciones TE-25*ICT2142, TE-
54*CCN-51, TE-25*CCN-51, TE-21*CCN-51, TE-21*ICT-1189 y TE-21*ICT-1189

respectivamente.



Tabla 14
Variables estudiadas de la planta de cacao con respecto a la interaccion doble (cepa*genotipo), en el estrés hidrico.

Estrés hidrico

Cepa*Genotipo AP (cm) NH NR CE (mmol/m?.s?) LR (mm) DTI GM
TE-21*G1 41,95 b 40,83 a 6,33 b 101,47 ¢ 1.820,21a 77,69 a 3,00b
TE-25*G1 41,92 b 46,33 a 9,17 a 92,30 ¢ 1 085,94 b 76,87 a 2,83b
TE-51*G1 41,72 b 48,50 a 8,67 a 113,19 ¢ 1563,11a 75,16 a 3,33a
TE-54*G1 45,37 b 45,67 a 8,50 a 100,60 ¢ 1520,16 a 80,35 a 4,17 a
TE-21*G2 49,50 a 34,67b 6,17 b 99,74 ¢ 1774,86 a 81,95 a 4,00 a
TE-25*G2 51,07 a 37,33 a 6,67 b 148,65 a 1103,34 b 78,79 a 3,67 a
TE-51*G2 50,90 a 3517b 7,33a 159,49 a 1465,73 a 78,06 a 3,50a
TE-54*G2 49,13 a 38,83 a 7,50 a 139,94 ¢ 1 699,58 a 81,85 a 350a
TE-21*G3 47,03 a 42,75 a 8,08 a 128,48 b 144259 a 90,79 a 233b
TE-25*G3 44,93 b 30,83b 5,67 b 107,61 ¢ 1436,82a 68,27 a 367a
TE-51*G3 47,88 a 41,17 a 6,50 b 94,20 ¢ 1542,02a 67,87 a 283b
TE-54*G3 43,65 b 33,67b 6,00 b 103,40 ¢ 1548,79 a 69,69 a 283D
TE-21*G4 50,43 a 27,00b 433¢c 85,66 d 1129,27 b 70,30 a 333a
TE-25*G4 46,10 b 25,75 b 3.25¢ 83,98 d 766,95 b 78,18 a 3,33a
TE-51*G4 46,03 b 28,92 b 417 c 65,14 e 124237 b 77,87 a 350a
TE-54*G4 47,88 a 28,50 b 3,50 ¢ 83,57 d 1208,13 b 86,83 a 3,67a

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
Fuente. Elaboracion propia
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k. Efecto del estrés hidrico en la interaccion Enmienda*Cepa en las variables

agronomicas del cacao.

En la tabla 15, muestra el efecto de estrés hidrico de la interaccion enmienda*cepa de
cacao, con las variables agrondmicas estudiadas altura de planta (AP), nimero de hojas
(NH), nimero de ramas (NR), conductancia estomatal (CE), longitud de la raiz (LR),
indice de tolerancia a la sequia (DTI) y grado de marchitez (GM), al ser sometido al estrés
hidrico, segln el test Scott & Knott (p< 0,05).

Conductancia estomatal (CE) de cacao con respecto a la interaccion (cepa*genotipo),
al ser sometido al estrés hidrico, existe diferencias significativas en dicha interaccion,
siendo las interacciones que mejor efecto son E1*TE-25, E1*TE-21, E1*TE-51 y E2*TE-
54 con 126,22, 117,37, 114,92 y 109,60 mmol/m?2.s™* respectivamente.

Altura de planta (AP), nimero de hojas (NH), numero de ramas (NR), longitud de la
raiz (LR), indice de tolerancia a la sequia (DTI) y grado de marchitez (GM) de plantas de
cacao con respecto a la interaccion (genotipo*enmienda), al ser sometido al estrés hidrico,
no existe diferencias significativas, siendo las interacciones E1*TE-54, E1*TE-51,
E1*TE-51, E1*TE-21, E2*TE-21, E1*TE-21 y E1*TE-21 respectivamente.



Tabla 15

Variables estudiadas de la planta de cacao con respecto a la interaccion doble (enmienda*cepa), en el estrés hidrico.

Enmienda*Cepa

Estrés hidrico

AP (cm) NH NR CE (mmol/m?.s?) LR (mm) DTI GM
E1*TE-21 47,73 a 38,79 a 6,08 a 117,37 a 1397,38b 86,86 a 2,42 b
E1*TE-25 47,31 a 36,75 b 6,29 a 126,22 a 1015,09¢ 77,53 a 3,00 b
E1*TE-51 46,54 a 42,08 a 7,13 a 114,92 a 1449,89b 74,48 a 292b
E1*TE-54 48,18 a 38,96 a 6,63 a 104,15 Db 1327,80 b 79,00 a 3,33 a
E2*TE-21 46,72 a 33,83b 6,38 a 90,30 c 1 686,08 a 73,51a 3,92 a
E2*TE-25 44,70 a 33,38 Db 6,08 a 90,05¢ 1181,43c 73,52 a 3,75a
E2*TE-51 46,72 a 34,79 b 6,21a 101,09 b 1456,72 b 75,00 a 3,67 a
E2*TE-54 44,83 a 34,38 Db 6,13 a 109,60 a 1660,54 a 80,36 a 3,75a

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
Fuente. Elaboracion propia

50
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I. Efecto del estrés hidrico en la interacciéon Genotipo*Enmienda*Cepa en las

variables agronomicas del cacao.

Conductancia estomatal (CE) de cacao con respecto a la interaccion
(genotipo*enmienda*cepa), al ser sometido al estrés hidrico, se muestra en el grafico 10,
existe diferencias significativas en dicha interaccion, siendo las interacciones que mejor
efecto son ICT-2142*E1*TE-25, ICT-2142*E2*TE-51, ICT-2142*E2*TE-54 e ICT-
2142*E1*TE-51 con 173,01, 169,39, 150,69 y 149,59 mmol/m?.s*respectivamente

indice de tolerancia a la sequia (DTI) de cacao con respecto a la interaccion
(genotipo*enmienda*cepa), antes de someter al estrés hidrico; se muestra en el grafico
11, existe diferencias significativas en dicha interaccion, siendo las interacciones que
mejor efecto son ICT-1189*E1*TE-21, ICS-95*E1*TE-54, ICT-2142*E2*TE-54 y ICT-
1189*E1*TE-25 con 120,99, 94,23 y 86,64 y 85,29 respectivamente.
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3.2. Discusion de resultados.

a. Porcentaje de colonizacion de Trichoderma en la raiz de cacao.

Estudios realizados por Harman, et al., 2004; Bailey, et al., 2008; Vinale, et al., 2008
y Trigozo, 2012 confirman que Trichoderma son capaces de colonizar las raices de cacao,
de acuerdo a los resultados obtenidos todas las cepas de Trichoderma colonizaron la
raices con el método de infestacion via drench , siendo las cepas de Trichoderma TE-51
y TE-21 con 85,42 y 84,38 % respectivamente, seguida de las cepas TE-54 y TE-25 con
73,96 y 37,50 % respectivamente, el aporte de las enmiendas organicas son fuente de
energia para las cepas de Trichoderma (Valencia, Sanchez, y Valero, 2005), favoreciendo
el movimiento de Trichoderma en la rizdsfera, su continuo crecimiento es por medio de
sus hifas que exploran y penetran la corteza de las raices, colonizando los tejidos de las
plantas (Vinale, et al., 2008), desencadenando una reaccion bioldgica que activa la
expresion de los genes de la planta respondiendo con un sistema de defensa, promoviendo
el crecimiento de la planta, el sistema radicular y disponibilidad de nutrientes (Harman,
etal., 2004), beneficiandose por la proteccidn de estos organismos endofiticos, (Compant,
et al., 2005) y otorgando resistencia a varios patdgenos, por la produccion de varios
antibioticos y metabolitos secundarios, actuando como detonantes bioldgicos para activar
los sistemas de defensa ante condiciones adversas bioticas y/o abidticas (Bandara,
Seneviratne y Kulasooriya, 2006; Shi, Lou y Li, 2009).

b. De la altura de planta.

Diversas especies de Trichoderma estan asociadas con la rizésfera de plantas o se
relacionan de manera eneolitica (Harman, et al., 2004), alterando las poblaciones de
microorganismos patdgenos del suelo por toxicidad o competencia (Benitez, et al., 2004),
la solubilizacién de nutrientes (Harman, et al., 2004), la induccion de produccion de
fitohormonas (Acido jasménico y salicilico, auxinas, etc.) por las plantas, favorece el
crecimiento y las defensas de estas (Shoresh, Yedidia y Chet, 2005; Contreras-Cornejo,
et al., 2009; Martinez-Medina, Roldan y Pascual, 2011). Altomare, et al., (1999),
sugirieron que la promocion del desarrollo se debe a que Trichoderma tiene la capacidad
de solubilizar manganeso, sin importar el pH del medio, lo solubiliza constantemente, y

como este micro elemento es requerido para funciones fisioldgicas de las plantas, como
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fotosintesis, metabolismo del nitrogeno, sintesis de los compuestos aromaticos, y ademas,
son precursores de aminoacidos y hormonas, fenoles y lignina, que asegura en parte el
crecimiento y la resistencia a enfermedades en las plantas. Lo, et al., (1998), Trichoderma
incrementaba la absorcidn de nutrientes a través del mejoramiento del desarrollo radicular
o promoviendo la disponibilidad de nutrientes necesarios. Los resultados obtenidos
durante el estrés hidrico nuestra que el genotipo ICT - 2142 obtuvo el mejor promedio
con 50,15 cm de promedio, a comparacién de los otros genotipos, mientras el genotipo
ICS - 95 obtuvo una altura media con 47,51 cm, a comparacion con los genotipos ICT -
1189 y CCN - 51 que obtuvieron los menores resultados con 45,87 y 42,74 cm
respectivamente. La estimulacion de crecimiento seria un proceso comun en
Trichoderma, ya que se ha reportado dicho efecto en varias especies, entre ellas:
Trichoderma harzianum (Chang, et al., 1986), Trichoderma virens (Ousley, Lynch y
Whipps, 1994), y Trichoderma koningii (Windham y Baker, 1986).

c. Numero de hojas.

La emision de la hoja es bajo control enddgeno (Vogel, 1975), pero esta relacionado
con los cambios climaticos, el efecto de la temperatura (Couprie, 1972), la radiacién solar
y precipitaciones (Snoeck, 1979) (Alvim y Alvim, 1977). Ademas, los hongos endoéfitos
viven en asociacion simbidtica con las plantas, en los espacios intercelular o intracelular
en las hojas y tallos, utilizan los nutrientes que sintetiza la planta y ésta se beneficia de
los metabolitos bioactivos que ellos producen (Salgado y Caridad, 2005). Los resultados
obtenidos durante el estrés hidrico nuestra que el genotipo CCN-51 obtuvo el mejor
promedio de hojas con 45,33, asociada con la cepa TE-51 y la enmienda humus de
lombriz estimularon el desarrollo de las plantas. De Almeida y Valle, (2010) demostraron
que, durante el periodo de inactividad vegetativa, la falta de agua no desempefia un papel
en la brotacién; una vez que la latencia se rompe, la disponibilidad de agua ejercer un
papel importante en la emision de la hoja y su desarrollo. Estos resultados corroboran los

estudios por Machado y Alvim, (1981).
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d. Namero de ramas.

El cultivo de cacao es considerado como hidroperiodico (Alvim, 1981), la
precipitacion influye en la apertura de brotes y estimula la floracion (Balasimha, 1999).
Los factores ambientales ejercen una influencia de aproximadamente 70% en el
desarrollo de la planta de cacao (Garcia, 1973). Linkies et al., (2009) muestra que la
auxina, citoquinina, acido abscisico y etileno son los principales actores de crecimiento
de las plantas. Estudio realizado por Martinez-Medina et al., (2014), el acido indolaceético
(IAA) es el mas abundante de auxina natural en plantas vasculares, generando el
desarrollo de brotes. Los periodos secos seguidos de lluvia sobre la actividad brote apical
parecen ocurrir a través de modificaciones del acido abscisico (ABA) y equilibrio
citoquininas (Alvim, et al., 1974). La eliminacion de las hojas maduras produce
modificaciones en el equilibrio; después de la defoliacion, el nivel de acido abscisico
(ABA) en la yema apical disminuye, mientras que aumenta el contenido citoquininas
(Alvim y Alvim, 1977). Los resultados durante el estrés hidrico, el genotipo CCN - 51
obtuvo el mejor promedio con 8.17 a comparacion de los otros genotipos ICT-2142, ICT-
1189 e ICS-95 con 6,92, 6,56 y 3,81 respectivamente, la enmienda humus de lombriz
asociada con la cepa TE-51 influyeron en el desarrollo de la planta. La disminucion del
crecimiento aérea es causada por el cierre de estomas, que es regulado por acido abscisico
(ABA); al cerrarse, disminuye la perdida de agua por transpiracion, reduce la entrada de
CO2 disminuyendo la fotosintesis (Azcdn-Bieto y Talon, 2008; Benavides, 2002; Taiz y
Zeiger, 2002). El crecimiento es afectado por la disminucion de la presién de turgencia,
que limita nuevos brotes (Skirycz e Inzé, 2010), estudios por Shinohara y Leskovar,
(2014) consideran el acido abscisico (ABA) como un antitranspirante metabdlico para
proteger las plantas bajo condiciones de estrés hidrico.

e. Conductancia estomatal.

Las plantas en su desarrollo estan sometidas a condiciones ambientales no “Optimas”,
estos factores inducen cambios en el metabolismo, los cuales pueden ser reversibles o
permanentes (Taiz y Zeiger, 2002). El estrés por déficit hidrico produce que la tasa de
transpiracion excede a la toma de agua, estas condiciones disminuyen la disponibilidad
de agua en el citoplasma de las células (Benavides, 2002; Mundree, Baker y Mowla, 2002;

Yamaguchi, et al., 2002). Dependiendo del tipo de estrés, condiciones de duracién e
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intensidad, genotipo y el estado fenoldgico de las plantas, muestran diversas respuestas,
pueden ser rapidas y reversibles (aclimatacion) o permanentes (adaptacion). La
aclimatacion (tolerancia) a medida que se incrementa el estrés, se diferencia de la
adaptacion por “resistencia” adquirida genéticamente por seleccion (modificaciones
morfofisioldgicas de generaciones) (Benavides, 2002; Reigosa, Pedrol y Sanchez, 2004).
Los resultados obtenidos durante el estrés hidrico muestran que el genotipo ICT-2142
obtuvo el mejor promedio con 136,95 mmol/m2.s® a comparacion de los otros genotipos
ICT-1189, CCN-51 e ICS-95 con 108,42,101,89 t 79,59 mmol/m?.s™* respectivamente , la
enmienda guano de isla asociada con las cepas TE-25 y TE-54. La interaccion multiple
(genotipo*enmienda*cepa) fueron: el genotipo ICT-2142*E1*TE-25y ICT-2142*E2TE-
51, ICT-2142*E2*TE54 y ICT-2142*E1TE-51. En cacao se ha identificado como primer
efecto del estrés hidrico, el aumento en la conductancia estomatica y la disminucion del
potencial hidrico foliar al medio dia, lo que afecta la floracion y renovacion de hojas en
las plantas (Machado, Alvim y Milde, 1979).

f. Longitud de raiz.

Estos resultados coinciden con los descritos por Lopez, et al., 1999, el cual establece
que Trichoderma produce sustancias estimulantes del crecimiento y desarrollo de las
plantas, que actian como catalizadores o aceleradores de los tejidos meristematicos
primarios (potencial de formar nuevas raices en las partes jovenes), acelerando su
reproduccion celular, logrando que las plantas alcancen un desarrollo mas rapido que
aquellas plantas que no han sido tratadas con dicho microorganismo. Benitez, et al., 2004,
establece que las cepas de Trichoderma colonizan raices de plantas en crecimiento y
proteger contra infecciones. La capacidad para absorber agua y nutrientes, depende de la
dindmica de raices finas (tasas de mortalidad y de raices finas en crecimiento) Mufioz y
Beer, (2001), los microorganismos y mejoradores de los sustratos, es un promotor de
desarrollo radical y su contribucion al incremento y capacidad de absorcion de nutrientes
(Martinez, et al., 2011). Los resultados obtenidos muestran que los genotipos ICT -2142,
CCN-51 e ICT-1189 obtuvieron el mejor promedio1510,88, 1497,36 y 1492,56 mm
respectivamente, a comparacion con el genotipo ICS-95 con 1086,68 mm, la enmienda
humus de lombriz asociados con las cepas TE-54 y TE-25 influyeron en el desarrollo de
la planta; en tanto en la interaccion triple (genotipo*enmienda*Trichoderma) fueron
ICT2142*E2*TE-54 y TE-21, y CCN-51*E1*TE-21.
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g. Indice de tolerancia a la sequia (DTI).

El estrés, es cualquier factor ambiental sobre la planta que haga cambiar de su normal
funcionamiento (fisiologia), debido que esta genera una respuesta adversa a los procesos
filolégicos de la planta (Ball, Woodrow y Berry,1987). Actividades beneficiosas
atribuidas a las interacciones de Trichoderma/ planta incluyen la promocion del
crecimiento vegetal, la tolerancia y resistencia al estrés abi6tico como la sequia (Harman,
et al., 2004). Los resultados obtenidos muestran que el genotipo ICT-2142 obtuvo el
mayor promedio con 80,16, la enmienda humus de lombriz asociadas con las cepas TE-
21 y TE-54, que influyeron en el desarrollo de la planta, en tanto en la interaccion triple
(genotipo*enmienda*Trichoderma) fueron, ICT-1189*E1*TE-21, ICS-95*E1*TE-54 e
ICT.2142*E2*TE-54. En un estudio realizado por (Bailey, et al., 2006), los cambios
observados en los patrones de expresion génica en estas interacciones
Trichoderma/cacao, mediante la caracterizacion de las interacciones entre las cuatro
especies de Trichoderma y cacao a nivel molecular, plantea la posibilidad de que las
especies de Trichoderma podria inducir la tolerancia a estrés abidticos, incluyendo
posiblemente la sequia, en el cacao. Actividades beneficiosas atribuidas a las
interacciones de Trichoderma/planta incluyen la promocién del crecimiento vegetal, la

tolerancia y resistencia al estrés abidtico como la sequia (Harman, et al., 2004).

h. Grado de marchitez.

Las condiciones de sequia en el ambiente de una planta proporcionan una fuerza a la
pérdida de agua. Para resistir estas condiciones, las plantas han creado diferentes
estrategias por medio de la evitacion y de la tolerancia (Levitt, 1980). Dentro de las
estrategias de aclimatacion al déficit hidrico, esta la inhibicién de la expansion foliar,
como consecuencia la abscision foliar y cierre estomatico. Los resultados obtenidos
muestran que los genotipos ICT-2142, ICS-95 y CCN-51 obtuvieron el mayor promedio
con 3,67, 3,33 y 3,46 respectivamente, sin embargo fue el genotipo ICT-1189 con 2,92
que obtuvo el menor grado de marchitez, como consecuente el mejor comportamiento
y aprovechamiento del agua, la enmienda guano de isla asociada con la cepa TE-21 y

TE-54 aportaron en el desarrollo de la planta, la interaccion madaltiple
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(genotipo*enmienda*cepa) fueron ICT-1189*E1*TE-21, ICS-95*E1*TE-21 e ICT-
1189*E1*TE-51.
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CONCLUSIONES

Todas las cepas de Trichoderma enddfitas tuvieron la capacidad de colonizar las raices
de cacao con el método de infestacion via drench. Las cepas de Trichoderma endofitas con

mayor porcentaje de colonizacion fueron TE-51 y TE-21.

Las cepas de Trichoderma endofitas que influyeron en el desarrollo de los genotipos de
cacao (longitud de la raiz) fue TE-21, asi mismo, esta misma cepa contribuyo en respuesta
al indice de tolerancia a la sequia y menor grado de marchites. La cepa TE-51 influyo en la
emision de hojas, ramas, mientras que la cepa TE-54 influyd en la longitud de raiz, la cepa
TE-25 contribuy6 en la conductancia estomatal.

Las interacciones cepas de Trichoderma endoéfitas y enmiendas organicas, influyé en el
comportamiento de los genotipos tales como E1*TE-21 en conductancia estomatal y menor
grado de marchites, E1*TE-51 influyé en nimero de hojas y nimero de ramas, E1*TE-54

influy6 en altura de planta, mientras E2*TE-21 influy6 en longitud de la raiz.

Todos los genotipos mostraron indice de tolerancia a la sequia moderadamente (> 71 - <
90), siendo el genotipo ICT-2142 con mayor DTI de 80,16, seguido de ICS-95 con 78,3,
CCN-51 con 77,52 y por ultimo ICT-1189 con 74,16, pero este ultimo genotipo mostro que
no es tolerante a la sequia en las interacciones con la enmienda guano de isla y las cepas TE-
21, TE-25y TE-51.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar este experimento con interaccion de otros genotipos (de alta
productividad — valor comercial) y otras enmiendas organicas para determinar la respuesta

al estrés hidrico.

La informacion obtenida en este trabajo debe servir de base a otros trabajos de
investigacion referentes a otros tipos de estrés hidrico como inundacion, salinidad, entre

otro; evaluando otros parametros no vistos en esta investigacion.

Con los mejores resultados (las cepas de Trichoderma TE-51 y TE-21) obtenidos en esta
investigacion se puede plantear una investigacion, para evaluar las asociaciones con las

cepas de Trichoderma enddfitos.
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SOLICITANTE  Asociacion KALLPA (Att. Ing. Erick Trigozo) FECHA DE MUESTREO 10/12/2016
PROCEDENCIA San Antonio de Cumbuza- San Martin- San Martin FECHA DE RECEP. LAB 10/12/2016
Experim./c.ultivo Cacao !:ECHA DE REPORTE 19/12/2016
actual: :
NGmero de la ANALISIS MECANICO C.l.C CLC CATIONES CAMBIABLES s %
T 1.CL uma
muestra C.E |CaCO3|M.O| N P K Arena‘ Limo ‘ Arcilla efectiva Ca?+ M92+ K* | Nat | A3 +H* d Sat.
camp | Pl ds/m| (@) | (%) | (%) (ppm) |(ppm) CLASTE e | de
Lab. o % TEXTURAL meq/100 bases
14]02[0052| M1 [5.20] 0.03 | 0.00 |[1.58|0.07]6.80 | 36 |68.96 |8.72[22.32 | Fra-Arc-Are | 357 | | 245043 [0.09 [0.00| 0.61 | 2.96 |83.04
METODO
S:
TEXTURA : HIDROMETRO
pH : POTENCIOMETRO Suspencién Suelo-Agua relacion 1:2.5
CONDUC. ELECTRICA : CONDUCTIMETRO Suspencion Suelo-Agua relacion 1:2.5
CARBONATOS : GAS - Volumétrico
FOSFORO : OLSEN MODIFICADO EXTRACT. NaHCO; =0.5M , pH 8.5 Esp. Vis
POTASIO : OLSEN MODIFICADO EXTRACT. NaHCO3 0.5M o Acetato de Amonio 1 N, pH 8.5 Esp. Absorcién

MATERIA ORGANICA
CALCIO Y MAGNESO

ACIDES INTERC.

Atémica
:WALKLEY y BLACK y sobrelimite por gravimetria (>10%)
: EXTRACT. KCI 1N o Acetato de Amonio 1N Esp. Absorcién Atémica
: EXTRACT. KCI 1N, Volumetria

La Banda de Shilcayo, 19 de Diciembre del 2016

Ing. MSc. Luis Zuiiga Cernades
Especialista Suelos ICT




