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Resume‘n
Este trabajo de investigacion se desarrollé en el area de fitopatologia del Instituto de
Cultivos Tropicales — Tarapoto (ICT - T), ubicado en el distrito de la Banda de
Shilcayo, provincia y regién San Martin — Peru. Se tuvo como objetivo, determinar la
influencia de cepas de Trichoderma sp enddfito en el crecimiento, nutricién y
resistencia foliar a Phytophthorapalmivora en plantones de cacao (Theobroma cacao
L.) en invernadero, usando el clon de cacao IMC-67. Se consider6é 14 tratamientos,
de los cuales, en cuatro de ellos se usé de forma individual las cepas de
Trichoderma N° 17, 22, 91 y 126; se realiz6 ademas combinaciones de cepas en
forma dual en seis tratamientos, se realizé también una combinacién de todas las
cepas (Tratamiento 11) y se usoé tres controles (Tratamientos 12, 13 y 14). En la
investigacion, se realizaron tres inoculaciones con cepas de Trichoderma sp via
drench, la primera el dia de la siembra, la segunda a los 45 dias después de la
siembra (dds), y la tercera fue a los 90 dds, usando una suspension de 1x10° ufc/g
de suelo. Para la obtenciéon de nuestros resultados se evalud; altura de planta,
diametro de tallo, nimero de hojas; area foliar, longitud radicular, biomasa total,
contenido nutricional y resistencia foliar a Phytophthora palmivora, en la cual se usé
discos de hojas, inoculadas con gotas que contenian una densidad de zoosporas de
2x10°ml™. Los resultados de este estudio muestran que el Tratamiento 4 (T.E.-126),
obtuvo mejores resultados, siendo una alternativa biolégica, para el control de
Phytophthorapalmivora; haciendo de este estudio, un gran aporte en la agricultura

organica.

Palabras clave: Trichoderma, inoculacion, cepas, Phytophthora, resistencia foliar.



Summary

This research has developed in the field of plant pathology at the Institute of Tropical
Crops - Tarapoto (ICT - T) located in Shilcayo district, province and region of San
Martin - Peru. This study aimed to determine the influence of strains of Trichoderma
sp endophyte on growth, foliar nutrition and resistance to Phytophthora palmivora in
cocoa seedlings (Theobroma cacao L.) in the greenhouse, using cocoa IMC- 67
clone. 14 treatments were considered, of which four of them used individual strains of
Trichoderma N°. 17, 22, 91 and 126, is also conducted strain combinations in dual
form in six treatments was conducted also a combination of all strains (Treatment 11)
and used three controls (Treatments 12, 13 and 14). In this research, we conducted
three inoculations with strains of Trichoderma sp via drench, the first day of planting,
the second at 45 days after sowing (dds), and the third was at 90 dds, using a
suspension of 1x1 0° cfu/g soil. To obtain the results were evaluated, plant height,
stem diameter, number of leaves, leaf area, root length, total biomass, nutrient
content and leaf resistance to Phytophthora palmivora, which was used discs leaves
inoculated with drops containing zoospores density 2x10° ml™". The results of this
study show that Treatment 4 (TE -126), obtained better results, being a biological
alternative for the control of Phytophthora palmivora, making this study, a large

contribution to organic agriculture.

Keywords: Trichoderma, inoculation, strains, Phytophthora, leaf resistance.



. INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo de gran importancia econémica en
diversos paises del mundo, como Costa de Marfil, Ghana, Camertn, Indonesia,
Colombia, Venezuela, Peru, Ecuador entre otros. Costa de Marfil es el principal
productor mundial con 1 320 000 toneladas, en América el mayor productor es
Brasil con 163 000 toneladas (lcco 2005).En el Pert desde el 2001 la produccién de
cacao viene incrementandose, logrando asi un crecimiento del 37 %, existen 60 320
hectareas cultivadas y el 80% se concentra en las regiones de Cusco, San Martin,

Ayacucho, y Junin, con una producciéon promedio de 555 Kg/ha (Appcacao, 2009).

El cacao es particularmente uno de los cultivos con mayor potencial econdémico y
social, peroes afectado por enfermedades que causan pérdidas econdémicas
significativas, siendo la pudricion parda una de ellas. Estd enfermedad es causada
por Phytophthora palmivora y produce pérdidas de hasta un 30 % a nivel mundial

(McMahon y Purwantara, 2004).

Nuestros agricultores tienen como principal método de control para Phytophthora
palmivora el uso de agroquimicos, método que no es amigable con nuestro medio
ambiente y cada vez es menos eficaz. Es por eso que se esta optando por el control
biolégico y una gran alternativa es el uso de especies de Trichoderma ya queson
principalmente objeto de estudio por su capacidad para controlar enfermedades
(Bastos, 1996; Holmes et al.,2004., Bailey et al., 2008). Los Trichodermas son
comunmente considerados como habitantes saprofitos del suelo, pero algunos
existen como simbiontes de plantas. (Wilson, 1997., y Harman et al, 2004).Estos
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organismos enddfitos, particularmente los hongos como Trichoderma, han recibido
una creciente atencién en los afos recientes. Este grupo de microorganismos viven
asintomaticamente dentro de tejidos vegetales sanos, y han mostrado poseer un

gran potencial econémico en la agricultura.

Actualmente el Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) cuenta con una colecciéon de
hongos endéfitos, entre ellos, aislamientos del genero Trichoderma que fueron
colectados en tres expediciones realizadas en el Alto Amazonas durante los ainos

2008-2009.

Debido a la importancia que tienen estos microorganismos en el control de
enfermedades, se desarroll6 el presente trabajo de investigacion en el laboratorio e
invernadero de fitopatologia del ICT — T, con el objetivo de determinar la influencia
de las cepas deTrichoderma sobre el crecimiento, nutricion y resistencia foliar a

Phytophthora palmivora en plantones de cacao en invernadero en San Martin.



2.1.

2.2,

. OBJETIVOS

Objetivo general:

e Determinar el efecto de cepas de Trichoderma sp enddfito en el
crecimiento, nutricion y resistencia foliar a Phytophthora palmivora en

plantones de cacao (Theobroma cacao L.) en invernadero en San Martin.

Objetivos especificos:

e Determinar la influencia de cepas de Trichoderma sp endéfito en el
crecimiento de plantones de cacao (Theobroma cacao L.)en invernadero.

e Determinar la influencia de cepas de Trichoderma sp endoéfito en la
nutricién de plantones de cacao (Theobroma cacao L.)en invernadero.

o Determinar el efecto de cepas de Trichoderma sp enddéfito en la resistencia
foliar a Phytophthora palmivora en plantones de cacao (Theobroma

cacaol.)en invernadero.



lll. REVISION DE LITERATURA

3.3. Generalidades sobre el cacao

3.3.1. Origen y distribucién

Estudios mas recientes confirman que la regién alta del Amazonas, una zona
que comprende territorios de Peru, Colombia y Ecuador es el lugar donde se
encuentra la mayor diversidad genética del cacao, por lo tanto se considera

su centro de origen (Lanuad et al., 2000).

3.3.2.Importancia socio-econémica del cacao

Los distritos productores en nuestra region son Chazuta (58%) seguido de
Huimbayoc (20%) y Chipurana (6%). El Rendimiento productivo en el 2009
alcanzé6 797 kg/ha. El volumen de producciéon de cacao en la campaia 2009

alcanzé 582.57 Tn. (OIA, 2009)

San Martin cuenta con mas de 30 mil hectareas de cacao que involucra mas
de 9 mil productores dedicados a este cultivo, que cuentan en promedio entre
dos y cuatro hectareas, lo que no los convierte en grandes productores, pero
si en ofertantes de un alimento de calidad; convierte al cacao como el
producto mas importante de exportacién para nuestra region. San Martin es la
region con mayor exportacion de grano de cacao del Pert, de donde proviene
cerca del 23 % del total exportado, lo que representa un monto de 80 millones

de délares (Herrera, 2011).



3.3.3.Biologia y botanica del cacao

(Pinzén et al., 2008), menciona que el cacao es un arbol lefioso, fuerte, de

porte relativamente bajo, originario del sotobosque.

v Raiz
Posee dos tipos de raices: una prin'cipal y una pivotante y unas raices
secundarias, de donde se desprenden los “pelos absorbentes”, la raiz
principal es la encargada de perforar el suelo, darle un buen anc;Iaje y

sostenimiento a la planta.

v" El Tronco y sus ramas
Cuando la planta se origina a partir de una semilla sexual, el tronco o tallo
principal se desarrolla verticalmente hasta una altura de 0,80 a 1,50 metros en
forma normal. Luego, se abre dando origen a 3, 4 6 5 ramas, distribuidas al

mismo nivel formando la mesa, molinillo o verticilo.

v Hojas
Son de forma alargada y tamafio medio; se desprende de las ramas. La hoja
esta unida a la rama por un tallito llamado peciolo. Entre el peciolo y la rama

se encuentra un abultamiento pequefo llamado yema axilar.

v Laflor
Las flores del cacao se encuentran distribuidas a lo largo del tronco y de las
ramas, agrupadas en sitios llamados cojines florales. La flor del cacao es
caulinar, es decir, se produce en el tronco, ramas y tallos lefiosos. La flor del

cacao es hermafrodita; posee ambos sexos: masculino y femenino.
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v Fruto
Los granos estan cubiertos por una baba o mucilago, que se desprende o
escurre en el proceso de beneficio. Esta baba tiene azicares que los
microorganismos descomponen dando origen a cambios quimicos que
suceden durante su fermentacién. Una mazorca contiene de 20 a 50 granos.
el tiempo que dura la mazorca desde la polinizacion de la flor hasta su
madurez, varia entre 150 — 180 dias, dependiendo del origen genético y del

clima en que se desarrolla.

3.3.4.Taxonomia

La clasificacion taxonémica seguin Cruz et al, 2007es la éiguiente:
Reino : Plantae
Subreino : Tracheobionta
Division : Ansgiospermas
Clase : Dicotiledéneas
Subclase : Dilleniidae
Orden : Malvales
Familia : Sterculiaceae
Subfamilia : Byttnerioideae
Género : Theobroma

Especie :cacao L.

3.3.5.Requerimientos ambientales

Cuando se define un clima apropiado para el cultivo de cacao generalmente

se hace referencia a la temperatura y la precipitacion (lluvia), considerados

11



3.4.

como los factores criticos del crecimiento. Asi mismo, el viento, la radiacién

solar y la humedad relativa afectan muchos procesos fisiolégicos de la planta

. (Enriquez, 1987). El cacao es una planta C3, en estos tipos de plantas hay

mayor concentracion de cloroplastos en el haz que en el envés (Benavides,

citado por Basurto et al, 2008).

El cacao es una planta sensible a la escasez de agua, al exceso de agua por
lo que se precisaran de suelos provistos de buen drenaje, los rangos 6ptimos
de agua oscilan entre 1500 y 2500 mm en las zonas bajas mas calidas y entre
1200 y 1500 mm en las zonas mas frescas o los valles altos (MINAG et al,

2004).

Pudricién parda en cacao

Esta enfermedad, causada por el hongo Phytophthora palmivora. Se
manifiesta con una mancha de color pardo que luego se torna mas oscura,
alcanza la parte interna de los frutos y causa la pudriciéon de las almendras

(Moya et al., 2005)

Considerada la principal enfermedad del cacao en un 80% de los paises. Se
estima que causa pérdidas a nivel mundial del 10 al 20 %.(CATIE, 2008).

La especie con mayor incidencia y mas ampliamente diseminada en el mundo
es P. palmivora responsable de 20% a 30% de pérdidas anuales de la
producciéon mundial de grano y aproximadamente 10% de muerte de arboles

(Guest, 2007).

12



3.4.1. Phytophthora palmivora
P. palmivora se encuentra ampliamente distribuida en las regiones
tropicales con climas calidos y de alta pluviosidad (Stamps, Citado por

Jaimes y Aranzazu 2010).

3.4.2.Taxonomia
Las especies causantes de la enfermedad mazorca negra del cacao
pertenece al dominio Eukaryota, reino Chromalveolata, Phylum
Heterokontophyta, clase Oomycetes, Orden Pythiales, familia Pythiaceae,
género Phytophthora. Las especies del género Phytophthora vy
pertenecientes a la clase Oomycetes difieren de los hongos en
caracteristicas especiales, tales como el contenido de celulosa en la
-pared celular; la fase vegetativa diploide, el flagelo heteroconte, y las
crestas mitocondriales tubulares. Ain mas, los Oomycetes poseen rutas
metabdlicas Gnicas que los diferencian de sus homoélogos los hongos

superiores (Griffith, Citado por Jaimes y Aranzazu 2010).

3.4.3.Morfologia de Phytophthora palmivora
Las hifas de esta especie son completamente uniformes, pocas veces
sobrepasan los 5 ym de didmetro. A menudo, esta especie produce
clamidiosporas con diametro entre 30 - 35 ym en abundancia y en las
primeras fases de desarrollo. Los esporangios se forman facilmente sobre
medio de cultivo, estos son elipsoides u ovoides con un tamafo de 35 —
60 pm x 20 — 40 ym y puede llegar hasta 90 x 45 ym. Presenta anteridios

anfigenos, esféricas u ovales con un tamaiio de 14 x 156 ym. Las oosporas
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casi llenan el oogonio, tienen una pared de 2 ym. (Stamps, Citado por

Jaimes y Aranzazu 2010).

3.4.4.Sintomatologia de la Pudricién

(CATIE, 2008), nos menciona los dafos en los 6érganos siguientes:

v Fruto
Mancha necrética de bordes bien definidos y crecimiento rapido, que
incluso puede llegar a cubrir todo el fruto en pocos dias. Cuando las
condiciones son favorables (principalmente alta humedad), sobre las
manchas necréticas se forman los signos del patégeno, que consisten en

un micelio blancuzco poco denso y adherido a la mazorca.

v Brotes tiernos
Puede atacar las hojas y tallos jévenes de la planta, produciendo una
lesion necrética que se inicia en la yema apical o en el borde de la hoja y

que avanza rapidamente afectando todo el brote.

v" Plantulas
La infeccidén se inicia generalmente en las hojas tiernas superiores, en
forma de manchas necréticas que avanzan rapidamente infectando el tallo

e incluso los cotiledones.

14



v Tronco
La mancha es de color rojo oscuro, y cuando esta avanzada, la corteza se
descompone dejando el lefio al descubierto y produciendo en algunas

areas un exudado gomoso Yy rojizo.

v Cojines florales
Hifas procedentes de frutos enfermos pueden pasar al cojin floral
produciendo una infeccion sistémica de flores y frutos pequefios, lo que

puede originar grandes descensos de la produccién.

v Raices
En las raices se observa la presencia de una necrosis y pudricién himeda

que origina una marchites general y hasta la muerte de los arboles.

3.4.5.Epidemiologia de Phytophthora palmivora
El inicio y desarrollo de la enfermedad depende de:
— Cantidad inicial de inéculo primario
— Ciclo de produccion
— Condiciones ambientales
Los factores climaticos que tienen mayor influencia en el desarrollo de la
enfermedad son la cantidad y duraciéon de la lluvia, y la temperatura.

(CATIE, 2008).

Después de su liberaciéon, las zoosporas responden a estimulos

generados por el hospedero y a los 20 y 30 minutos se enquistan en el

15



material vegetal. El proceso de inféccion inicia después de esta etapa, la
zoospora pierde los flagelos y germina. Existen evidencias de que la
penetracion tiene lugar a través de los estomas(lwaro et al., 1999).

En condiciones ambientales favorables, esta etapa tiene una duracién

aproximada de 48 horas (Attard et al., 2008).

Otra caracteristica de gran importancia es la edad del fruto, siendo mas

susceptibles a mayor edad. (Berry y Cilas, 1994; Efombagn et al., 2004).

3.4.6.Ciclo de vida de Phytophthora palmivora
El ciclo de vida de Phytophthora sp involucra tahto el estado asexual
como el sexual, que se presentan dependiendo de las condiciones
ambientales. Predomina el estado asexual, el cual inicia cuando la
estructura vegetativa o esporangio germina, y en condiciones 6ptimas de
humedad (agua libre) y temperatura (15° — 38° C) libera las zoosporas.
Estas son estructuras (esporas) méviles, de vida corta y poseen dos
flagelos, uno anterior y otro posterior. El anterior es el responsable de
movilizar la zoospora a través del agua (hasta 1,56 cm), mientras que el
flagelo posterior actia como una hélice que le da la direccién a la célula
(Judelson y Blanco, 2005; Walker y Van West, 2007). Las zoosporas
cumplen dos papeles fundamentales para el ciclo de vida del patégeno: 1)
transmision del patégeno de un hospedero a otro y 2) dar la orientacién
del patégeno hacia el sitio de infeccién (hospedero) (Walker y Van West,

2007).
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3.5. Hongos endofiticos

Son organismos que viven dentro de los tejidos de las plantas, sin causar
sintomas o danos aparentes (Carroll y Petrini 1983; Carroll, 1988; Bandara et
al., 2006; Shi et al., 2009). Ellos colonizan la mayoria de plantas sanas;

considerados como simbiontes y mutualistas omnipresentes (Hata et al., 2002),

Se pueden encontrar en varios tejidos, semillas, raices, tallos y hojas (Bandara
et al., 2006; Shi et al., 2009). Pueden ser extraidos del interior de las plantas o
aislados desde la superficie estéril de los tejidos de las plantas (Bandara et al.,

2006; Shi et al., 2009).

Las plantas se benefician ampliamente por la proteccion de estos organismos
endofiticos, promoviendo el crecimiento de la planta (Compant et al., 2005) y
otorgando un incremento en la resistencia a varios patégenos, por la

produccion de varios antibioticos y metabolitos secundarios.

Esto sugiere que hay presencia de hongos endofiticos mutualistas que actuan
como detonantes biolégicos para activar los sistemas de defensa ante
condiciones adversas bidticas y/o abidticas (Bandara et al., 2006; Shi et al.,

2009).

La mayoria de los hongos endofiticos son ascomicetos y estan presentes en
gran parte de su ciclo de vida dentro del tejido de la planta, generando un
beneficio de proteccion y promocién de crecimiento (Sikora, 1992;

Pocasangre, 2000).
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3.6. Método de produccién de Trichoderma sp en bolsas

(SENASA. 2011); menciona que en una primera fase se establece las esporas
en una placa con medio de cultivo, y posteriormente la placa colonizada y

totalmente esporulada es usada para la produccion masiva de Trichoderma sp

3.6.1.Preparacién del sustrato

En este método el proceso de germinacion, colonizacién y esporulacién, se
realizan en la misma bolsa. El procedimiento es el siguiente:

Se prepara el agua destilada a utilizarse en las bolsas de arroz,
adicionando 2 gramos de Urea por cada litro de agua. En una bolsa de
polipropileno de 11 x 16 pg x 2 micras, se pone 830 g de arroz, se le
agrega 200 ml de agua destilada, se hacen dos dobleces a la bolsa y se
engrapa en los extremos, luego se mueve la bolsa para distribuir el agua a
todos los granos de arroz. Se esteriliza en la autoclave a 121°C y 15 Ibs de
presion por 45 minutos. Después de esterilizadas las bolsas, se agitan con
el objetivo de evitar aglomeraciones. (Para que el in6culo se distribuya
uniformemente en el arroz y se obtenga un desarrollo homogéneo del
hongo en produccién). La agitacion de las bolsas se realiza con guantes

térmicos.

3.6.2.Incubacion del sustrato

Previamente se realiza la inoculacion con los aislamientos de Trichoderma
sp; las bolsas inoculadas son llevadas a la sala de germinacién la cual

tiene una temperatura de 24 a 27 °C, incubandose en oscuridad los

18



primeros 3 dias para favorecer el desarrollo del micelio. Al segundo dia de
incubacion, las bolsas son agitadas suavemente para favorecer la
oxigenacion de todo el sustrato y son dejadas de 5 a 8 dias hasta
completar la esporulacion. Con la finalidad de secar el producto, se abren
las bolsas por el centro, con lo que se consigue bajar la humedad a 30 -
35%.En esta etapa se revisan las bolsas diariamente, eliminando las que
presenten crecimiento lento y desuniforme, crecimiento débil asi como las

bolsas con presencia de contaminantes.

3.7. Generalidades de Trichoderma

3.7.1.Caracteristicas.

Trichoderma es un aislado cominmente del suelo y se reproduce
asexualmente, es filamentoso, anamorfico, heterétrofo, aerobio, con una
pared celular compuesta de quitina, de rapido crecimiento que puede
utilizar una gran variedad de sustratos complejos como celulosa, quitina,
pectina y almidon como fuente de carbono. Muchas cepas crecen
eficientemente en medios sélidos o liquidos y en un amplio rango de
temperaturas, ademas son relativamente tolerantes a humedades bajas y
tienden a crecer en suelo acido, Las conidias son esféricas y mantenidas
en racimos compactos mediante una ligera secrecion mucilaginosa

(Harman and Chet, 1981).

Se ha encontrado que cepas especificas del hongo del género Trichoderma

pueden colonizar y penetrar los tejidos de las raices de las plantas, e
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inician una serie de cambios morfolégicos y bioquimicos en las plantas, lo
cual conlleva a la resistencia sistematica inducida de la planta (ISR),

(Fonseca, 1998).

3.7.2. Clasificacién taxonémica
La clasificaciéon taxondémica del género Trichoderma es la siguiente
(Papavizas, 1985).
Super Reino : Eucariota
Reino : Fungi
Filum : Ascomycota
Subfilum : Pezizomycotina
Clase : Sordariomycetes
Subclase : Hypocreomycetidae
Orden : Hypocreales
Familia : Hypocreaceae
Género : Trichoderma
3.7.3. Condiciones de crecimiento
Dentro de los factores que afectan el crecimiento de Trichoderma se

encuentran los de tipo fisico y de tipo nutricional como:

Fototrofia: La mayoria de especies del género Trichoderma son
fotosensibles, puesto que presentan una mayor esporulacién al ser
expuestas a la luz. Sin embargo, cuando se someten a periodos alternados
de luz y oscuridad, se favorece la colonizacion del hongo sobre diferentes
sustratos solidos (Domsch et al., 1980).
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Esporulacién: Trichoderma esporula facilmente sobre muchos sustratos
naturales y artificiales en un patréon concéntrico circular en respuesta a la
alternacion de luz diurna y oscuridad, donde los conidios se producen
durante el periodo de luz. La exposiciéon de los cultivos en agar durante 20
a 30 segundos a la luz es suficiente para inducir la esporulaciéon. La mayor
foto induccion de la conidiogénesis se obtiene con la exposicion a la luz del
dia por 3 minutos o cerca de la radiacion ultravioleta tipo A (366nm) de 10 a
30 segundos. Ademas, el numero total de conidios producidos es
inversamente proporcional a la concentracién de la fuente de carbono

(Fonseca, 1998).

Germinacion: Para su aprovechamiento el hongo emplea enzimas como
amilasas, a-glucosidasas, endo y exocelulasas que realizan la hidrélisis de
los azucares simples para dar inicio a la germinacion en los diferentes
medios de cultivo; mientras que para iniciar el proceso de infeccién, se
debe tener en cuenta la composicion quimica de la pared celular de los

conidios (Astudillo, 1999).

Salinidad: Trichoderma se ve inhibido en su crecimiento en altas
concentraciones de cloruro de sodio (80 g/l aproximadamente), aunque
tolera una concentracién de 60g/l de cloruro de sodio, estas condiciones
pueden ocasionar mutaciones perjudicando el proceso de conidiogénesis,

al disminuir notablemente la produccién de esporas (Moore, 1996).
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Potencial de hidrégeno: Trichoderma tiene un rango de pH relativamente
amplio para su crecimiento. Presenta crecimiento a valores de pH
comprendidas entre 2,0 y 9,0 con un pH 6ptimo que se encuentra entre 4,0
y 7,0. A pH acido, la asimilacién de nutrientes como glucosa' ejerce una
influencia importante sobre el crecimiento del hongo y su posterior
esporulacion. Ademas, procesos como la germinacion, se ven afectados
por la escasez de nutrientes y por niveles de pH por encima de 9,0

(Domsch et al., 1980).

Temperatura: el rango de temperatura para el crecimiento de Trichoderma
se encuentra entre los 10°C a los 40°C, considerandose un éptima de 25°C

(Alexopoulos, 1996).

Humedad: El contenido de humedad que favorece el crecimiento sapréfito

de Trichoderma se encuentra entre 70% y el 80% (Wakelin et al., 1999).

Necesidades nutricionales: Trichoderma es capaz de degradar sustratos
muy complejos tales como almiddn, pectina y celulosa entre otros, y
emplearlos como fuente de carbono para su crecimiento gracias a la
variada maquinaria enzimatica que posee, aunque puede emplear también
acidos organicos y monosacaridos como fuente de carbono. Asimismo,
Trichoderma asimila como fuente de nitrbgeno compuestos tales como

aminoacidos, Urea, nitritos, amoniaco y sulfato de amonio (Moore, 1996).
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3.7.4.

3.7.5.

3.7.6.

Interacciones Trichoderma — planta

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 producciéon de los cultivos (Harman et al,,

2004; Vinale et al., 2008).

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 biolégico por
ataque directo a enfermedades flingicas de las plantas como
antagonismo), cambio en la composicién de la micro-flora en la raiz,
ademas mejora la absorcién de nutrientes, mejora solubilidad de los
nutrientes del suelo, mejora crecimiento radicular, Incrementa la formacién

de pelos absorbentes, mejora la profundizaciéon de raiz. (Harman, 2007).

Promocioén del crecimiento vegetativo en las plantas

Los hongos Trichoderma endéfitos son capaces de promover el
crecimiento y desarrollo vegetativo de las plantas (Vinale et al., 2008).
Esto se refleja en estudios llevados a cabo con Trichoderma harzianum
(cepa T22) y Trichoderma atroviride donde se reporta un incremento del
crecimiento vegetativo de plantas de lechuga (Lactuca sativa L.), tomate
(Lycopersicon esculentum L.), chiltoma (Capsicum annum L.) (Vinale et

al., 2008) en ltalia; enmaiz (Zea mays L.) (Blanchard y Bjorkman, 1996)en
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Estados Unidos, tabaco (Nicotiaha tabacum L.), zapallo (Cucurbita
méxima L.) (Chang et al, 1986; Kleifeld y Chet, 1992) en Estados Unidos;
petunia (Petunia hybrida L.)(Ousley et al, 1994) en Ingletrra; tomate
(Lycopersicum esculentum Mill) (Windham et al, 1986) en Estados Unidos;
entre otras, no existiendo reportes en especies forestales. La estimulacion
del crecimiento de raices por efecto de la presencia de Trichoderma, fue

reportada por (Bjorkman et al., 1995) en Estados Unidos.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion del lugar experimental.

El presente estudio de investigacion se realizd en el laboratorio de
Fitopatologia del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) (Figura 01), distrito de la
Banda de Shilcayo, provincia y region de San Martin, ubicada a 06° 00' 28" de

latitud sur, 76° 00' 18" latitud oeste y 315 msnm.

Figura 01: Laboratorio de Fitopatologia. Ubicada en la estacion
experimental “Juan Bernito - ICT”

4.2. Materiales de estudio

4.2.1. Cepas de Trichoderma sp endofito
De la primera expedicion realizada por el Instituto de Cultivos Tropicales
el 2008, en la cuenca del Alto Amazonas, se colectaron 126 cepas de
hongos enddfitos, a partir de hojas y tallos de cacaos nativos. De las 126
cepas se seleccionaron 10 cepas de Trichoderma sp, por su capacidad

antagoénica, endofitica e induccion de resistencia a patégenos de cacao.
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Estas 10 cepas fueron empleados en nuevos trabajos, sobresaliendo 4 de
estos. (Cuadro 01). Estas cepas son conservadas en viales con glicerina
al 10% y fueron facilitados por la micoteca del laboratorio de Fitopatologia

del ICT - T.

Cuadro N° 01:Procedencia de los Trichoderma endofitos.

N° CEPA Organo Localidad | Departamento
1 T.E17 Tallo Pastaza Amazonas
2 T.E 22 Tallo Ungumayo Amazonas
3 T.E 91 Tallo Ungumayo Amazonas
4 T.E 126 Tallo Ungurahui Amazonas

4.2.2. Genotipos utilizados
Se utilizd semillas de polinizacién abierta del genotipo IMC - 67
(plantacién monoclonal de cacao de la E.E. Juan Bernito del ICT-T), las

cuales constituyen los plantones.

4.2.3. Inéculo de Phytophthora palmivora
El patégeno Phytophthora palmivora utilizado, fue aislado a partir de
plantones enfermos de cacao en condiciones de vivero en la ciudad de
Tingo Maria, en el departamento de Huanuco. Y conservado en la
Micoteca del ICT-T en una solucién de glicerina a -20°C. Se utiliz6 para la

prueba de resistencia foliar.
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4.2.4. Suelo esterilizado
El suelo que se utiliz, se esteriliz6 en una autoclave vertical, a una
temperatura de 120°C, a una presiéon de 15 Ibs., por un tiempo de 60

minutos.

4.3. Metodologia
4.3.1. Preparacion de medios de cultivo

4.3.1.1. Papa sacarosa agar (PSA): En un recipiente se incorporé 500
g de papa lavada y picada en trozos de tamano mediano, y se
dejé hervir con 1000 ml de agua destilada por el lapso de 30
min aproximadamente.
En otro recipiente, se procedié a diluir 36 g de agar con 1000
ml de agua destilada. Luego se uni6 los contenidos (caldo de
papa, agar diluido y 20 g de azicar rubia) y se procedi6 a
dispensar en matraces de 150 — 200 ml de capacidad.
Posteriormente se autoclavé los matraces con el medio a una
temperatura de 120°C y a 15 Ibs de presion por espacio de 20

min. (French, 1982).

4.3.1.2. Juice agar clarificado (V8):Se realiz6 para el incremento de
inéculo de Phytophthora palmivora. Se colocé en un recipiente
360 ml de V8 juice, y se le agreg6é 7,3 g de CaCOs. Y se
removié hasta mezclar y disolver, ambos contenidos. El
contenido fue centrifugado en tubos de centrifugar a 4000 rpm

durante 20 minutos. Luego se separd el sobrenadante en un
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nuevo recipiente. El cual fue 200 ml. Luego se le agrego al
sobrenadante 800 ml de ADE y 15 g de Agar Technical, se
procedié a distribuir en matraces para su esterilizacién a 121°C,
15 |b de presidn, por 25 minutos, y ser conservados hasta su

utilizacion.

4.3.2. Reactivacion de Trichoderma sp endéfitb

Los aislamientos conservados en la micoteca del ICT-T, se reactivaron
en placas con agar papa-sacarosa (PSA) previamente esterilizadas

(Figura 02), dejando crecer a temperatura ambiente durante cinco dias.

Figura 02: Reactivacion de Trichoderma sp endéfito. A. Desinfestacion de placas
y materiales a usar. B. Plaqueado de medio PSA. C. y D. Siembra de cepas de
Trichoderma sp en medio PSA.
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4.3.3. Produccion de Trichoderma sp enddéfito

Se inocularon las cepas reactivadas dentro de bolsas de polipropileno
de 14 x 20 cm, el cual contenia 200 g. de sustrato de arroz estéril.
Luego se dej6 en reposo por 15 dias (Método adaptado de produccion
masiva de Trichoderma sp en bolsas propuesta por Laboratorio de

antagonistas SCB - SENASA). (Figura 03).

Figura 03: Produccion de Trichoderma sp endéfito. A. Desmenuzado de arroz
estéril B. Distribucion en cuartos de placas colonizadas con cepas de Trichoderma sp
endéfito. C. Inoculacién de las cepas de Trichoderma sp endéfito en arroz estéril. D.
Bolsas con arroz estéril inoculadas con cepas de Trichoderma sp enddfito. E. Arroz
estéril colonizado )
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4.3.4. Preparacién del sustrato

4.3.5.

Se recolecté suelo agricola procedente de la estacion experimental
“Juan Bernito” del ICT, una cantidad de 196 Kg; y 98 Kg. de compost y
fue mezclado en la proporcion 2:1 respectivamente, con la finalidad de
mejorar la fertilidad del sustrato y brindar condiciones favorables para
el crecimiento de los aislamientos de Trichoderma sp, se llenaron 3 Kg.
de sustrato en cada bolsa plastica transparente, obteniéndose 98

bolsas en total con sustrato para ser esterilizados.

Se realizé un andlisis del sustrato antes y después de la esterilizacion.

Infestacion del suelo con cepas de Trichoderma sp endéfito

El sustrato estéril fue distribuido en bolsas plasticas de polietileno de
30x15cm aproximadamente (3 kg de suelo/bolsa), posteriormente, se
infest6 el suelo con soluciones que contenian conidias de aislamientos
de Trichoderma sp enddfito a una concentracion de 1x10° ufc.gs™
correspondiente a los tratamientos T1 al T11 (Cuadro 02) mediante el
método via drench con un volumen de agua que permiti6 mantener al
suelo en capacidad de campo (CC), el volumen fue 100 ml, el cual fue

determinado el dia de la inoculacién.
Las bolsas fueron cerradas durante una semana, para evitar la
contaminacién con otros microorganismos y se mantuvieron a CC.

(Figura 04).
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Figura 04: Infestacion del suelo con cepas de Trichoderma sp endéfito A. Lavado del arroz
colonizado con Trichoderma sp enddfito. B. Solucion madre de Trichoderma sp endéfito. C.
Diluciones para realizar el conteo de conidias. D. Suspension de conidias de Trichoderma sp
E. Conteo de conidias. F. Estandarizacion de conidias. G. Infestacién del suelo con cepas de
Trichoderma sp enddfito. H. Bolsas almacigueras cubiertas.

Para el T12, la aplicacion del abono foliar fue a partir del primer mes,
teniendo en cuenta la concentracion del producto, y las

recomendaciones del responsable de campo del ICT - T.
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Cuadro N° 02: Nimero y distribuicion de tratamientos

N° Tratamiento Descripcién

T TE-17

T2 TE-22

T3 TE - 91

T4 TE-126

T5 TE-17+TE-22

T6 TE-17+TE-91

T7 TE-17+TE- 126

T8 TE-22 + TE-91

T9 TE-22+TE-126

T10 TE-91+TE-126
| T11 Mezcla TE

T12 Control (N.P.K)

T13 Control (M.O)

T14 Control absoluto

4.3.6. Seleccion y pre-germinacion de semilla de cacao.
Se obtuvieron mazorcas de la parcela monoclonal del ICT - T, clon
IMC-67 y se seleccionaron semillas vigorosas, parte central,
posteriormente se extrajo el mucilago y se desinfestd con hipoclorito al
2% y se lavd con ADE; luego las semillas fueron colocadas en
bandejas con aserrin estéril y en capacidad de campo para la

germinacién, por un periodo de cuatro dias. (Figura 05).
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Figura 05: Seleccién y pre-germinacion de semilla de cacao A. Frutos de Cacao clon IMC
- 67. B. y C. Extraccion del mucilago de las semillas. D. Desinfeccion de semillas con
hipoclorito al 2%. E. Lavado con Agua destilada estéril. F. Secado de semillas. F. Semillas de
cacao clon IMC - 67 en aserrin estéril. G. Semillas en proceso de germinacion.

4.3.7. Siembra de semillas de cacao
Se sembré de manera aséptica 98 semillas pregerminadas de cacao
clon IMC - 67; el mismo dia que se realiz6 la inoculacion via drench a
los tratamientos correspondientes, luego se cubri6 cada bolsa
almaciguera por 15 dias para evitar contaminacion y diseminaciéon de
esporas entre aislamientos; e intermedio de un dia, se agregé 100 mi
de agua destilada para mantener en capacidad de campo, durante 04

meses.
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4.3.8. Influencia de cepas de Trichoderma sp endofitosobre el
crecimiento y nutricion de plantones de cacao
4.3.8.1.Crecimiento de plantas colonizadas con cepas de
Trichoderma sp endoéfito
Se realizé la colonizacién de plantones de cacao clon IMC —
67, con cepas de Trichoderma sp Enddfito, via drench, descrito
en el punto 4.3.5. Para la evaluacion de crecimiento se
realizaron evaluaciones biométricas (cada 7 dias), hasta los
120 dias. Se evalu6 parametros como: altura de planta,
diametro de tallo, nimero de hojas y area foliar. Asimismo al
cumplirse los 120 dias de evaluacion, se procedié a sacrificar
los plantones, para el andlisis nutricional respectivo (Figura 06)

y se realiz6 la evaluacién de longitud radicular y biomasa total.

Figura 07: Proceso para evaluacion de biomasa y analisis nutricional de tejido
vegetal. A. Lavado de plantones. B. Pesado de materia fresca, (evaluacion de
biomasa). C. Molienda de materia seca. D. Codificado de muestras.
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4.4. Prueba de resistencia foliar a Phytophthora palmivora en plantones

de cacao

4.41. Produccion y liberacion de zoosporas de Phytophthora

4.4.2,

palmivora

El patdégeno fue sembrado en medio V8 clarificado e incubado en
oscuridad durante 5 dias y 3 dias bajo luz artificial con la finalidad
de producir esporangios. Para liberacién de zoosporas, se agregé
10 ml de ADE en cada placa conteniendo el indculo del patégeno,
estas fueron llevadas a refrigeracion durante 30 min a 4°C,
posteriormente fueron expuestas a luz artifical, durante 15 min a
25°C, luego se colect6 el contenido de las placas en tubetes de 50
mi, en donde se obtuvo la suspensiébn de zoosporas. Para
determinar la concentraciéon de zoosporas se utilizé una camara de
Neur bauver. En la cual se obtuvo una concentracién de 6,9x10°
zoosporas/ml. Con la cual se realizé la preparaciéon de la solucion

indculo; usando la siguiente férmula.(Figura 08)

C1xV1=C2xV2 : (6,9x10%) (V1) = (2x10°) (60ml)
Soluciéon madre = 17,39ml

ADE = 42,61mi

'Inoculacién del patégeno

Seseleccion6 4 plantas por tratamiento, de 4 meses de edad y 3
hojas por planta, las cuales fueron lavadas con agua destilada
estéril (ADE) y secadas en camara de flujo. Luego se obtuvo un

disco por hoja de 7 cm de diametro, haciendo un total de 12 discos
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DSO

por tratamiento. Los discos fueron colocados dentro de unas
bandejas de plastico, conteniendo esponjas humedecidas; sobre
cada disco se inocularon 8 puntos o gotas de solucién in6culo (25
ul cada una). Los tapers con las muestras fueron incubadas en
oscuridad a 25°C. Las evaluaciones de severidad de la enfermedad
se realizaron a los 3 y 5 dias después de la inoculacién utilizando
una escala de 0-5 para el tamafno e intensidad de sintomas
propuesta por Nyasse’ et al. (1995); donde, DSO= Ausencia de
sintomas, DS1= Manchas necréticas muy pequeiias, DS2= Mayor
Numero y tamafo de manchas marrones o necréticas, DS3=
coalescencia de las manchas marrones dentro del tamafo de las
lesiones de la gota de inoculo, DS4= Ilesiones marrones
uniformemente grandes, DS5= lesiones marrones muy grandes,
frecuentemente se expande fuera del area cubierta por la gota de
inoculacion. (Figura 07). Se usé como referente la metodologia de

(Lawrence, J.S., 1978).

DSs1 Ds2 DS3 DS4 DS5

Figura 07: Esbala de evaluacion segin el tamafio e intensidad de sintomas (Nyasse’ et al.,
1995).
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Figura 08: Prueba de Resistencia Foliar. A. Cortado de hojas para discos. B. Conteo de
zoosporas en camara de Neur bauver. C. Inoculaciéon en discos de hojas. L. Tapers de
plastico con discos de hojas en incubacion.

4.5.Diseno estadistico
El diseno empleédo en el presente estudio fue el Disefio Completamente al
Azar, se emplearon 14 tratamientos y siete repeticiones por tratamiento. Con los
datos obtenidos se realizé el analisis de variancia por tratamiento y la prueba de
contraste de Scott & Knott, con un nivel de significancia a 0.05. Los datos fueron

analizados utilizando el Sistema de Analisis Estadistico (Infostat) version 1.1

4.6.Parametros evaluados
4.6.1. Crecimiento:
v' Altura planta: Se registr6 la altura desde la base del tallo hasta el apice de
la planta, con ayuda de una regla metalica milimetrada de 60 cm.
v Namero de hojas: Se realiz6 la cuantificacion de las hojas, cada 7 dias, de

cada uno de las repeticiones de los tratamientos.
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v Area foliar: Se realiz6 la evaluacion del area foliar, mediante fotografias,
haciendo uso del software ASSES, al finalizar la investigacién, fotografiando
hojas intermedias y previamente seleccionadas.

v Diametro de tallo: Se registré el diametro de tallo con ayuda de un vernier
digital a una altura de 2 centimetros de la base del tallo.

v Longitud radicular: Se elimin6 las bolsas de las plantulas y se colocaron en
un balde con agua destilada hasta separar los restos de suelos de las raices.
Se usoé el programa llamado ASSES. El cual se realiza mediante el uso de
fotografias y un punto de calibracién (uso de moneda). Este programa nos
permitié6 medir la raiz en centimetros.

v' Biomasa: Con la ayuda de una balanza analitica se determiné el peso fresco
(Pf) el mismo dia que las plantas fueron sacrificadas, luego las muestras
fueron colocadas en una estufa por un tiempo de 3 dias a 72 °C para
determinar el peso seco (Ps). Con los datos obtenidos se obtuvo la tasa

absoluta de biomasa total en gramos.

4.6.2. Nutricion

Se realizd un analisis quimico de macro y micronutrientes en tejido vegetal.
Para lo cual se extrajo 5 g/muestra de las muestras de biomasa y se
determind los nutrientes de acuerdo al método del espectrometro de
absorcion molecular y atémica. El andlisis se realizé6 y estuvo a cargo del
laboratorio de suelos, tejidos y aguas del Instituto de Cultivos Tropicales -
Tarapoto (ICT - T).

v Analisis quimico de suelo inicial y final.- Al lavar las raices, el suelo

sedimentado se homogenizé y se extrajo 200 ml y se colocaron en bandejas
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para el secado. La determinacién de nutrientes se realizé6 de acuerdo al
analisis de caracterizacion fisico-quimico y macro y micronutrientes, que se

realizd en el laboratorio de suelos, tejidos y aguas del ICT - T.

4.6.3. Prueba de resistencia foliar (Severidad): Se realiz6 mediante la escala

de severidad e intensidad de dafo propuesta por (Nyassé et al., 1995).
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1.Resultados.
5.1.1. Crecimiento
5.1.1.1. Altura de planta
En la figura 9, el ANVA, nos muestra, una alta significancia entre
tratamientos, con un R?de 76 % y un CV de 3,82 %, el cual esta dentro
de los parametros permisibles (Rojas, M. 1991); asimismo nos muestra
la diferencia entre tratamientos, siendo el T4 el que alcanz6 la mayor
altura (45,43 cm), con diferencias significativas en comparaciéon a los
otros tratamientos, seguido del T2, sin diferencia ‘estadistica
significativa con el T3, T6, T9 y T11, del mismo modo hay similitud
estadistica entre los tratamientos T1, T7, T10 y controles T12 y T13; sin
embargo, estos y los demas tratamientos difieren del control T14, el

cual presentd el minimo valor en altura de planta (34,41 cm).
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5.1.1.2. Diametro de tallo
En la figura 10, el ANVA, nos muestra, significancia entre
tratamientos, con un R? de 30 % y un CV de 7,51 %; asimismo nos
muéstra la diferencia entre tratamientos, siendo el T11 el que alcanzé
el mayor didmetro de tallo (5,99mm), sin diferencia significativa, pero
si diferencia numérica, con el T1, T2, T3, T4, T6, T10, y controles T12,
T13. La figura nos indica ademas que no existe diferencia significativa

entre el T5, T7, T8, T9 y control T14, siendo este control el que

obtuvo el menor diametro de tallo, que fue (5,12mm).
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Figura 10. Didmetro de tallos en plantones de cacao. Inoculados con cepas de Trichoderma sp Endéfitos. Letras distintas indican diferencias
significativas. Scott & Knott (p<0,05).
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5.1.1.3. Area foliar
En la figura 11, el ANVA, nos muestra, una alta significancia entre
tratamientos, con un R? de 92% y un CV de 5,78 % lo cual se
encuentra dentro del rango permisible, (Rojas, M. 1991). Nos muestra
la diferencia entre tratamientos, siendo el T4 el que alcanzé la mayor
area foliar (107,75cm?), siendo superior y mostrando diferencia
significativa frente a todos los tratamientos. Asimismo el T6, T7, T8 y
T10, son iguales estadisticamente; con diferencia numérica entre ellos
y muestran diferencia significativa frente al resto de tratamiento. Del
mismo modo el T2, T3, T9 y T11, son iguales estadisticamente, con
diferencia numérica entre ellos y muestran diferencia significativa
frente al resto de tratamiento. La figura nos indica también que el T1y
T5 no fueron superiores a los controles T12 y T13, ya que tienen
diferencias numéricas, pero no muestran diferencia significativa frente
a estos controles; sélo frente al control T14, quien obtuvo el menor

valor que fue (46,35 cm?).
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5.1.1.4. Namero total de hojas
En la figura 12, el ANVA, nos muestra, una alta significancia entre
tratamientos, con un R? de 78% y un CV de 2,21 % lo cual se
encuentra dentro del rango permisible, (Rojas, M. 1991). Muestra la
diferencia entre tratamientos, siendo el T2 el que alcanzé el mayor
nimero de hojas (_19,86), siendo superior y mostrando diferencia
significativa frente a todos los tratamientos. Asimismo EI T6, T8, T10,
T11, tienen diferencias numéricas, pero sin diferencia significativa
frente a los controles T12 y T13; siendo superiores estadisticamente
al T1, T3, T4, T5, T7 y T9, sin embargo estos tratamientos muestran
diferencia significativa frente al control T14, quien obtuvo el menor

namero de hojas, con un total de (13,57).
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5.1.1.5. Longitud radicular
En la figura 13, el ANVA, noé mhéétra, una alta significancia entre
tratamientos, con un R? de 94% y un CV de 3,47 % lo cual se
encuentra dentro del rango permisible, (Rojas, M. 1991). Nos muestra
la diferencia entre tratamientos, siendo el T4, el que alcanzo la mayor
longitud radicular (197,11 cm), superando y mostrando diferencia
significativa frente a los demas tratamientos y controles. Indica que, el
T10 y el control T13, son iguales estadisticamente, con diferencia
numérica entre ellos, mostrando superioridadfrente a los demas
tratamientos. De igual modo el T2 y el T5,son diferentes
numéricamente, pero estadisticamente iguales al control T12; siendo
superiores al T1, T7, T9 y control T14quienes son iguales
estadisticamente, pero con diferencias numeéricas. Asimismo esta
figura nos muestra que el T8, fue quien obtuvo el menor valor en

longitud radicular, 'que fue de (117,4 cm).
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5.1.1.6. Biomasa
En la figura 14, el ANVA, nos muestra, una alta significancia entre
tratamientos, con un R? de 92% y un CV de 546 % lo cual se
encuentra dentro del rango permisible, (Rojas, M. 1991). Nos muestra
la diferencia entre tratamientos, siendo el T2 quien presento mayor
biomasa (26,88 g), mostrando diferencia numérica pero no diferencia
significativa frente a los controles T12 y T13; estos tratamientos
muestran ser superiores frente a los demas tratamientos establecidos.
Del mismo modo El T7 y T11, muestran diferencia significativa frente
alos demas tratamientos, considerando que el T1, T3, T4, T8 y T10no
muestran diferencia significativa entre ellos, siendo inferiores a los
controles T12 y T13, pero superiores al control T14, quien obtuvo el

menor valor en biomasa, igual a (12g).
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5.1.2. Nutricién

5.1.2.1.

5.1.2.2.

Nitrégeno en el suelo
Segun el reporte inicial y final del andlisis de suelo (Figura 22 y Figura 24), se
muestra en la (Figura 15), un ligero incremento del % de nitrégeno en el T9,

seguido de los tratamientos T1, T4, T8 y T10.

Asimismo se denota un ligero decrecimiento del porcentaje de nitrégeno en el T5,
T6 y T11. Siendo el T13 el que muestra el mayor decrecimiento de nitrégeno.
Con respecto al T2, T3, T7 y el control T12, mantuvieron los mismos porcentajes

iniciales de nitrégeno.

En cuanto al control T14, se muestra un ligero decrecimiento del porcentaje de

nitrégeno.
Nitrégeno en tejido vegetal

Segtin el andlisis nutricional de tejido vegetal, el cual se realizd, cuando los
plantones tenian 120 dias de edad (Figura 26), se muestra en la (Figura 16), que
el T5, tiene mayor contenido de nitrégeno (2,46%), seguido del control T13 y el
T7. Asimismo indica que el control T12, supera en contenido de nitrégeno al T1,
T2, T3, T4, T8, T9, T10 y T11, siendo el T6, quien tiene menor contenido de
nitrégeno (2,14 %) al igual que el control T14, cuyo suelo no contenia materia

organica.
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5.1.2.3.

' 5.4.2.4.

Fosforo en el suelo

Segun el reporte inicial y final de analisis de suelo (Figura 22 y Figura 24), se
muestra en la (Figura 17), un decrecimiento del elemento fosforo en todos los
tratamientos y controles T12 y T13, siendo el T7 y el control T12, quienes
presentan un menor decrecimiento en comparacion de los demas
tratamientos, asimismo el T4 y el T5, presentan el mayor decrecimiento de

este elemento, seguidos del control T13.

En cuanto al control T14, se denota también un decrecimiento del elemento

fosforo.

Fésforo en tejido vegetal

Segun el reporte nutricional de tejido vegetal (Figura 26), se muestra en la
(Figura 18), que el T1, presenta mayor porcentaje de fésforo (0,42%), seguido
del T4; nos muestra también que el control T12, muestra mayor contenido de
fosforo, en comparacion al T5, T6, T7, T8, T9, T10, T13 y T11. Indica que el
control T12, no superé al T2 y al T3. Con respecto al control T14, obtuvo
(0,23%). Lo que nos indicaria que la materia organica y el uso de cepas de
Trichoderma sp estaria siendo beneficiosa para los plantones en cuanto al

contenido de fésforo.
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5.1.2.5.

5.1.2.6.

Potasio en el suelo

Segun el reporte inicial y final de analisis de suelo (Figura 22 y Figura 24), se
muestra en la (Figura 19), un decrecimiento del elemento potasio en todos los
tratamientos y controles T12 y T13, siendo el control T13, el que presenta el

mayor decrecimiento de potasio.

En cuanto al control T14, se denota un decrecimiento notable del elemento

potasio.

Potasio en tejido vegetal

Segun el reporte nutricional de tejido vegetal (Figura 26), se muestra en la
(Figura 20), que el T1, presenta mayor porcentaje de potasio (2,34%),
seguido del T10 y T8, siendo superiores a los demas tratamientos y controles;
asimismo el control T13 muestra mayor contenido de potasio, en comparacién
al T2, T3, T4, T5, T6, T9 y T11. Pero estos tratamientos superaron al control
T12. Respecto al control T14, obtuvo el menor valor (1,47%). Lo que nos
indicaria que la materia organica y el uso de cepas de Trichoderma sp estaria

siendo beneficiosa para los plantones en cuanto al contenido de potasio.
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5.1.3. Resistencia foliar

En la (Figura 21), el ANVA, nos muestra, una alta significancia entre
tratamientos, con un R? de 97% y un CV de 6,73 %, lo cual se encuentra
dentro de los parametros permisibles (Rojas, M. 1991); asimismo nos muestra
la diferencia significativa entre tratamientos, siendo el T4, el que presenta un
menor promedio de intensidad de dario foliar (0,64DS), lo cual nos indica una
mayor resistencia foliar al ataque de Phytophthora palmivora, el mismo que
fue superior y presentando diferencia significativa frente a los demas
tratamientos y controles. Nos indica también queel T6 y el T10 no muestran
diferencia significativa entre ellos, pero si frente a los demas tratamientos y
controles. Del mismo modo el T5, T7, T8, T9 y el T11, no muestran
diferencias significativas entre ellos, pero, fueron superiores a los controles
establecidos. Asimismo El T2 el T3, son iguales estadisticamente, pero
numéricamente diferentes, superaron a los controles. Siendo el T1, quien
mostro diferencia numérica pero sin diferencia significativa frente al control
T12, sin embargo fue superior al control T14, y al control T13, quien obtuvo el
mayor grado de intensidad de dafio (2,58 DS). Lo cual es un indicador que las
cepas de Trichoderma usadas en esta prueba estan aportando resistencia

foliar al ataque de Phytophthora palmivora.
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5.2.Discusiones

5.2.1. Crecimiento

Los resultados obtenidos en el estudio muestran que los hongos endéfitos
Trichodermainfluencian y promueven el crecimiento y desarrollo
vegetativo de plantones de cacao, efectos causados por la capacidad del
hongo de colonizar y crecer en asociacién con las raices (Harman et al.,
2004) otorgandole un incremento en la resistencia a varios patégenos, por
la produccién de antibiéticos y metabolitos secundarios .que actian
activando los sistemas de defensa ante condiciones adversas biéticas y
abibticas (Caballero, 2011). Estos resultados son similares a los
reportados en Lactuca sativa, Lycopersicon esculentum y Capsicum
annuum, que al ser inoculadas con Trichoderma harzianum T22 vy
Trichoderma atroviride P1 muestran un incremento en el crecimiento
vegetativo (Vinale et al., 2008).

El tratamiento 4 fue el que permitié6 obtener estadisticamente plantas con
mayor altura, mayor didmetro de tallo, mayor area foliar y mayor longitud
radicular, indicando que la cepa de Trichoderma sp endéfito TE-126
influye en el crecimiento y desarrollo equilibrado de los plantones de
cacao. Asimismo el aislamiento endofitico T-22 estadisticamente presenté
plantas similares al T4, en la variable, diAmetro de tallo, siendo superior
en numero total de hojas y mayor biomasa, pero presenté menor
resistencia foliar al ataque de Phytophthora palmivora. Los resultado han
sido favorecidos por el establecimiento y colonizacion de los Trichoderma

sp, en las raices ya que promueven el crecimiento radical, desarrollo de

60



follaje y disponibilidad de nutrientes, vital para aumentar la resistencia a
las enfermedades y mejorar la produccién (Harman et al., 2004).

El tratamiento control T14 presenté el menor valor en la mayoria de
variables evaluadas y es estadisticamente inferior frente al resto de los
tratamientos, confirmando la influencia positiva de Trichoderma sp sobre
el crecimiento de plantones de cacao.

Se puede corroborar los resultados obtenidos, también con otros autores
gue mencionan que el aumento de peso seco de la raiz, follaje y el
desarrollo radicular por Trichoderma es debido a que acelera el desarrollo
de los tejidos meristematicos primarios, los cuales aumentan el volumen,
la altura y el peso de la planta (Cupull et al., 2003). Ademas las especies
de Trichoderma spp producen acido glucénico, citrico y fumarico que
disminuyen el pH del suelo y permiten la solubilizacion de fosfatos,
micronutrientes,' hierro, magnesio y manganeso, utiles para los
metabolitos de la planta (Caballero, 2011). Windham et al., (1986)
reportan que a las 8 semanas después de la plantacién de tomate y
tabaco tratadas con Trichoderma spp se observé incrementos en el peso
seco de la raiz y follaje. Asimismo, Gonzales et al., (1999) observaron la
influencia de Trichoderma harzianum sobre el crecimiento vegetativo e

incrementos de masa fresca, altura y diametro de planta en tomate.
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5.2.2. Nutricién
En los reportes de los analisis nutricionales de suelo y tejido vegetal, se
puede apreciar la colonizacibn en los tratamientos con cepas de
Trichoderma sp enddfito, lo cual se puede apreciar comparandolos con el
control T14, cuyo sustrato no contenia materia organica, puesto que
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 Ila
disponibilidad de nutrientes y mejorando la producciéon de los cultivos
(Harman et al., 2004; Vinale et al., 2008), ya que Trichoderma es capaz
de degradar sustratos muy complejos tales como almidén, pectina y
celulosa entre otros, y emplearlos como fuente de carbono para su
crecimiento gracias a la variada maquinaria enzimatica que posee,
aunque puede emplear también acidos organicos y monosacaridos como
fuente de carbono; Asimismo, Trichoderma asimila como fuente de
nitrbgeno compuestos tales como aminoacidos, urea, nitritos, amoniaco y
sulfato de amonio (Moore, 1996). En los resultados se aprecia que en el
T6, no existié una eficiente asimilacién de nitrégeno, en cambio en el T5,
y el control T13, muestran una eficiente asimilacion de nitrégeno en el
tejido vegetal, siendo los mas susceptibles al dafio foliar ocasionado por
Phytophthora palmivora L.lo que nos indicaria que probablemente a
mayores cantidades de nitrégeno en tejido vegetal, las plantas son mas

vulnerables al ataque de Phytophthora palmivora L.

En cuanto al contenido de fosforo, se puede apreciar que existe un

decrecimiento del nivel de fésforo en todos los tratamientos, debido a que
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durante la simbiosis, la planta hospedera recibe nutrientes minerales del
suelo tomados por el hongo (principalmente fésforo), mientras que éste
obtiene compuestos de carbono derivados de la fotosintesis (Brundrett et
al., 1996), siendo el T4, el que muestra mayor contenido de fésforo en
tejido vegetal y una eficiente asimilacion de este elemento; lo cual se
refleja en los resultados de longitud radicular, porque Trichoderma
produce cambio en la composicion de la micro-flora en la raiz, ademas
mejora la absorcion de nutrientes, mejora solubilidad de los nutrientes del
suelo, mejora crecimiento radicular, Incrementa la formacién de pelos

absorbentes, mejora la profundizacién de raiz. (Harman, 2007).

En cuanto a los niveles de potasio,se muestra un decrecimiento del nivei
de potasio en todos los tratamientos con cepas de Trichoderma sp
enddfito, siendo el T4, el que muestra una eficiente asimilacién de este
elemento. Los resultados obtenidos, nos indican que el T4, estaria
mostrando el adecuado equilibrio nutricional que un plantén necesita para

que este sea resistente al ataque de Phytophthora palmivora L.

63



5.2.3. Resistencia foliar
Los resultados muestran que las cepas de Trichoderma sp endéfito
usadas en este estudio, asi como las combinaciones de los mismos,
superan a los controles establecidos, dichos Trichoderma estan aportando
resistencia frente al ataque de Phytophthora palmivora L, siendo el T.E.-
126, el que obtuvo menor grado de dafo foliar seglin la escala
establecida por Nyassé et al., 1995, ya que las plantas se benefician
ampliamente por la proteccion de estos organismos endofiticos,
promoviendo el crecimiento de la planta (Compant et al, 2005) y
otorgando un incremento en la resistencia a varios patoégenos, por la
produccién de varios antibidticos y metabolitos secundarios, debido a que
hay presencia de hongos endofiticos mutualistas que actian como
detonantes biolégicos para activar los sistemas de defensa ante
condiciones adversas biéticas y/o abibticas (Bandara et al., 2006; Shi et
al., 2009). Se ha encontrado que cepas especificas del hongo del género
Trichoderma sp endéfito pueden colonizar y penetrar los tejidos de las
raices de las plantas, e inician una serie de cambios morfolégicos y
bioquimicos en las plantas, lo cual conlleva a la resistencia sistematica
inducida de la planta (ISR), (Fonseca, 1998) y Dentro de las propiedades
benéficas que se atribuyen a Trichoderma son el Control de patégenos en
raiz y hojas (Induce a la resistencia, Control biolégico por ataque directo a
enfermedades fungicas de las plantas como antagonismo). (Harman,

2007).
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VI. CONCLUSIONES

e De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que: él Tratamiento 4,
correspondiente a la cepa T.E.-126, influencié 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 mayoria de los
parametros biométricos evaluados.

¢ El presente estudio de investigacién, muestra que el Tratamiento N° 4(T.E.-
126), influye satisfactoriamente en el contenido nutricional delos plantones de
cacao en invernadero, lo cual esta reflejado en la resistencia foliar a
Phytophthora palmivora.

e EI Tratamiento N° 4 (T.E.-126), muestra mayor resistencia foliar a
Phytophthora palmivora L, siendo superior a todos los tratamientos
establecidos, lo cual nos confirma que el T.E.-126, influye en el aporte de

resistencia de patégenos.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar estudios acerca de la extraccién de nutrientes de plantones de cacao
en invernadero, usando cepas de Trichoderma sp la cual servira para validar
el presente trabajo de investigacion.

Desarrollar estudios de investigacién, para determinar la influencia de cepas
de Trichoderma y su relacion con distintos tipos de sustratos y contribuir
también a la validacién de este trabajo de investigacion.

Identificar la especie de la cepa T.E.-126, y realizar futuros trabajos de
investigacion en base a la resistencia de patégenos.

Realizar estudios de investigacién en plantaciones de cacao, a nivel de
campo, usando cepas de Trichoderma sp y comparar resultados con este

trabajo de investigacion.
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ANEXOS



Cuadro 03: Analisis de varianza de altura. Plantonesinoculados con cepas de Trichodermasp

Endéfito

F.V. SC GL CM F P-VALOR
Modelo 647.99 13 49.85 20.06 | <0.0001 **
TRAT. 647.99 13 49.85 20.06 | <0.0001 **
Error 208.78 84 2.49

Total 856.77 97

CV=3.82% R?*=76 %

Cuadro 04: Analisis de varianza de diametro de tallo. Plantones de cacao inoculados con cepas

de Trichodermasp Enddfito

F.V. SC GL CM F P-VALOR
Modelo 6.47 13 0.5 2.74 0.0028 *
TRAT. 6.47 13 0.5 2.74 0.0028 *

Error 156.24 84 0.18

Total 21.71 97

CV=7,51% R*=30%
Cuadro 05: Anadlisis de varianza delarea foliar. Plantones inoculados con cepas de Trichodermasp

Enddfito

F.V. SC GL CM F P-VALOR
Modelo 22184.39 | 13 1706.49 70.75 | <0.0001 **

TRAT. 2218439 | 13 1706.49 70.75 | <0.0001 **

Error 2026.12 84 2412

Total 24210.51 97

CV=5,78% R?*=929%



Cuadro 06: Anélisis de varianza del nimero de hojas. Plantones inoculados con cepas de

Trichodermasp Endéfito

F.V. SC | GL | €M | F | PVALOR
Modelo 253 13 0.19 | 23.46 | <0.0001 **
TRAT. 253 | 13 019 | 23.46 | <0.0001 **

Error 0.7 84 0.01

Total 3.22 97

CV=221% R*=78%

Cuadro 07: Analisis de varianza de la longitud radicular. Plantones inoculados con cepas de

Trichodermasp Endofito

F.V. SC GL CM F P-VALOR
Modelo 2181759 | 13 1678.28 54.65 | <0.0001 **
TRAT. 2181759 | 13 1678.28 54.65 | <0.0001 **

Error 1289.75 42 30.71

Total 23107.34 | 55

CV=3,47% R’=94%
Cuadro 08: Anélisis de varianza de la biomasa. Plantones inoculados con cepas de Trichodermasp

Endéfito.

F.V. SC GL CM F P-VALOR

Modelo 729.83 13 56.14 37.9 | <0.0001 **

TRAT. 729.83 13 56.14 379 | <0.0001 **
Error 62.22 42 1.48
“Total 792.05 55

CV=546% R?=92%



Cuadro 09: Analisis de varianza de Resistencia foliar. Plantones inoculados con cepas de

Trichodermasp Endéfito

F.V. sC GL CM F P-VALOR
Modelo 12.72 13 0.98 97.09 | <0.0001 **
TRAT. | 1272 13 0.98 97.09 | <0.0001 **
Error 0.42 42 0.01
Total 13.15 55

CV=6,73% R?*=97 %
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PROCEDENCIA : San Antonlo de Cumbaza-San Martin-San Martin FECHA DE RECEP. LAB: 07/03/2013
FECHA DE REPORTE : 20/03/2013

Experim./cultivo actual:  cacao

S P L i o e
13 05 360.7 0.6 0.50 3.90 <0.4 <10
13 | 05 3829 | 080 | 070 4.90 <0.4 <10

METODOLOGI :

Fo. Gu. ZnyMn :OLSEN Modificado extrac, NIHCO3 20.5M, pH 8.5 y lictura eft Abs. Altmica

BORO : Extraccion / Especyoscopia UV-\As (A=555 nm)

AZUFRE : Extraccion 1 Turbidimetria

Nota: el laboratorio no se responsabillza por la metodologia aplicada para la toma de 1a muestra del presents reporte

-La Banda de Shilcayo, 10 de Junio de} 2013
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Figura 23: Reporte Inicial del Analisis de Suelos — Micro Elemento



N° Solicitud : [AS0710-13] | i , ] i { ; ! ‘§

SOLICITANTE : |Roger Aban H. Pichis Garcia ] {FECHA DE MUESTREO . 101/08/2013 ;

PROCEDENCIA . IEE Juan Bernito-Bda. De Shilcayo-San martin ] FECHA DE RECEP. LAB : _ (01/08/2013 )

Experim/cultivo actual: | Py: "Influencia de cepas de trichoderma sp endofito en el crecimiento, nutricion y resistencia foliar de phytoph| FECHA DE REPORTE © 115/08/2013 i s
: ~ [ T T i i : ! T !

1.0.13. Fra-x rc-Are

.40 ] .04 | FI 1.00_
43}.0.10 0. 4.04 [ Fra-Arc-Arey 721 b 10000}
32} 0,13 F 000} 3. 4.04 [ Fra-Arc-Are }  7.63 L
637k 014 3 000 ], 04 | Fra-Arc-Are | ) §100.00
411011 % 0.00, 4.04 L Fra-Arc-Are | 6.82_ 1 100.00 -}
624} 0.17.} 0. 4.04.1 Fra-Arc-Are § 756 | . _100.00_1
). 4 1,0.18_ _ i . 348 .1 V.10 1. .Lo.‘) \Fra'ArC:Afe /. ALAL YN e . __1UV.UU.
16421017 1. 000 1. 394 L0.18 04 | [ o | _ 138 | 000 1 731 F 10000 F
SEL 015 . 0.00. 1 4.04 }.F -Are ) 706 1 . 33k 000 1 706 I 10000
6331009 % 000§ 3. 24.04 fFra-Arc-Are k694 ¥ ] . 1.30 000t 694 1 10000 |
.35 0,02} 0.00 2404 T Fra-Arc-Arel 744 F | 576 F 13 000 ) 744 1 10000 }
16481 012 ) 0.00_f 3, 404 f FracArc-Are b 739 L L.564 1136} 000§ 7.39 110000 }
164310141000 | M FraArcAre ) 682 F ) 1130 000 J 682 F 10000 }
1522 % 005 | 0.00_ 4.04 | Fra-Arc-Are | 2.03 | .. 165 1 030 { 000 1 203 % 10000 §
‘IWEToDos : G 1 ) . l x i ) , } 1
- TEXTURA . o : HDROMETRO ) ) ) . li : i N H
pH ] ] . <POTENCIOMETRO Suspencién Suelo-Aguarelacién 12.5 - ‘
CONDUC. ELECTRICA - : CONDUCTIMETRO Suspencién Suelo-Aguarelacion 12.5
. CARBONATOS . : GAS - Volumétrico i . 1. . . ]
FOSFORO - :OLSEN MODIFICADO EXTRACT. NaHCO, =0.5M , pH8.5Esp. Vis E . . . . '
POTASIO . . : OLSEN MODIFICADO EXTRACT. NaHCO; 0.5M o Acetato deAmonio 1N, pH8.5 Esp. Absorcién Atémica . . |
MATERIA ORGANICA {:WALKLEY y BLACK y sobrelimite por gravimetria (>0% ] : s !
CALCIOY MAGNESO- :EXTRACT. KCi iN 0 Acetato de Amonio TN Esp. Absorcién Atomica ! .i
ACIDESINTERC. - TEXTRACT. KC! W, Volumetria 3 i ] ] ) ] . i - i
} | | ] l ‘ - ‘ Ing. MSc. Luis Zifiiga Cernades |
Nota: el laboratorio no se responsabiliza por la metodologia aplicada para la toma de la muestra del presente reporte ' 5 ; Espe cialista Suelos ICTi t
[ 1 1 b , 3 N
-{La Banda de Shicayo, 15 de Agosb del 2013 , | i P z

Figura 24: Reporte Final del Anéliéi_s y Caracterizacion de Suelos
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N° Solicitud : [AS0110-13 | _

SOLICITANTE : |Roger Aban H. Pichis Garcia FECHA DE MUESTREO : {01/08/2013
PROCEDENCIA : |EE Juan Bernito-Bda. De Shilcayo-San martin, 1 FECHA DE RECEP. LAB: {01/08/2013
Experim/cultivo actual: |Py: "Influencla de cepas de trichoderma sp endofito en el crecimiento, nutricl FECHA DEREPORTE : {15/08/2013

Tl

T2

R 2

W . <04 I <I0

L T4 __19.6 | <04} <10 _
s L <04 L <10 |
. T6 <04 1 <10}
- TT . L <10 .}
T8 1 <10 1

b T9 4 <10}
10 <10}
i <10 _}
T2 )b <10}
_T13 L <10}

. T4 L <10 .

M ETODOLOGIA :

TOLSEN M odificado extrac. NaHGO3 =0.6M , pH .

s. Atomica

Fe,Cu, ZnyMn SylecturaenAb
BORO_ } : Extraccion/ Espectroscopia UV-Vis (A=555 nm)
AZUFRE ' Extraccion / Turbidinetria |
N - ] ] i .
~ [Nota: el laboratorio-no se responsabiliza por la metodologfa aplicada para la toma de la muestra del presente reporte

]
3

' Ing. MSc. Luis Zuhiga Cernades

|La Banda de Shilcayo, 15 de Agosb del 2013

Especialista Suelos ICT

Figura 25: Reporte Final del Analisis de Suelo — Micro Elementos




N° Solicitud: |

AF010-13 ™ T FECHA DEMUESTREG [ 01/08/2013]

SOLICITANTE Roger Aban H. Pichis Garcia FECHA DERECEP. LAB 101/08/2013
- |PROCEDENCIA: E.E. Juan Bernito-Bda. De Shilcayo-San Martin-San Martin FECHA DE REPORTE : 109/09/2013
EXPERIMENTO:!

Py. "Influencia de cepas de trichoderma sp endofito en el crecimiento, nutricidon y resistencia foliar a phytophtora palviv...."
‘ : T apy

METODOLOGIA:

NITROGENO . Kjeldhat

FOSFORO : Digestion HNO3;HCIO, (4 1) / Espectroscopia UV-Vis (A=420 nm)

AZUFRE| | Digestion HNO,HCIO, (4:1/ Turbidimetria | [ ]
'1SODIO, POTASIO, CALCIO, MAGNESIO : Digestion HNO,HCIO, (4:1) / Espectroscopia Absorcién Atémica
HIERRO, COBRE,iINc.MANGANESO ~ |:Digestion HNO,HCIO, (4:1) / Espectroscopia Absorcién Atémica

BORO 1 ] : Digestion HNO3HCIO, (4.1 / Espectroscopia UV-Vis (A=555 nm)

MATER!IA SECA

: Gravimetria

|

i

Nota: el laboratorio no se responsabiliza por la metodologia aplicada para la toma de la muestra del presente reporte

| ]

l; ] ] ] 7 Ing. MSc. Luis Ziiiga Cernades

La Banda de Shilcayo, 9 de Setiembre del 2013 ' , | Especialista Suelos ICT |

Figura 26: Reporte De Analisis Nutricional De Tejido Vegetal




Figura 27;: Comparacion de plantones de dos meses.



CONTROLES

Figura 28: Comparacién de raices representativas. (04 meses de edad) con monedas respectivas para calibracién en el programa ASSES, para
evaluacién de longitud y area radicular.



(pepa ap sasaw () ‘soAnejuasaidal sauojuejd ap ugldesedwo?) :gz einbiy




=== == e = = — —
n ‘ : 1 T2 113
™ ¢
|
i Ti4 1
Al - -t
. e’

1o

Figura 30: Comparacion de hojas representativas. (04 meses de edad) con monedas respectivas para calibraciéon en el programa ASSES, para
evaluacién deArea foliar.



'Figura 31: Bandejas en incubacién con discos de hojas. Inoculados con Phytophthora palmivora para Prueba de Resistencia Foliar
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