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. INTRODUCCION.

El cacao (Theobroma cacao L.), es una especie originaria del bosque humedo
tropical del Noreste de América del sur, de la region amazoénica (Cuatrecasas, 1964).
De ahi, se dispers6é de modo natural al resto del continente americano, y luego con

la ayuda del hombre, al resto de las regiones tropicales del mundo (PDA, 2007).

El cacao por ser cultivado en climas tropicales, necesita una buena distribucién de
agua durante todo el afio, ya que es muy sensible a la falta de humedad en el suelo,
siendo intolerante a la sequia y la produccion se ve muy afectada por las sequias
periodicas y lluvias estacionales, a efecto de esto se produce un estrés hidrico en las
plantas de cacao produciendo en esta retraso en el crecimiento y en casos extremos
la muerte de la planta. En este contexto, la perdida de presién de turgencia como
una consecuencia del desbalance del contenido de agua, puede resultar en
crecimiento reducido o ausencia total de crecimiento bajo condiciones secas en el
suelo. El estrés hidrico en las plantas es uno de los mayores factores limitantes en la
produccion de las cosechas. Asi, a raiz del estrés hidrico causa inhibicion del

crecimiento en las plantas de cacao (Belsky y Siebert, 2003).

En recientes investigaciones, se aislo e identificO a muchas especies de
Trichoderma que son enddfitos de cacao, incluso se encuentran en la superficie del
suelo (Holmes et al., 2004; Bailey et al.,, 2008). En el cacao, las especies de
Trichoderma son principalmente objeto de estudio por su capacidad para controlar
enfermedades (Bastos, 1996; Evans et al, 2003., Holmes et al, 2006., Bailey et al,
2008). Especies de Trichoderma son comunmente considerados como habitantes
saprofitos del suelo, pero algunos existen como simbiontes de plantas oportunistas,

avirulentas  (Wilson, 1997., y Harman et al, 2004). Actividades beneficiosas
1



atribuidas a la interaccion Trichoderma/planta incluyen la resistencia a
enfermedades causada por patégenos, la promocion del crecimiento vegetal, y la

tolerancia de estrés abiético como la sequia (Harman et al., 2004).

Los organismos enddfitos, particularmente los hongos como Trichoderma, han
recibido una creciente atencion 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. Son organismos que
viven en asociacion con plantas en la mayor parte o en todo su ciclo de vida, y se
encuentran en los espacios intercelulares y, algunas veces, intracelularmente en las
hojas y tallos de muchas plantas (Salgado y Cepero, 2005). Estos Trichodermas
enddfitos influencian en el crecimiento de la planta, aumentando el sistema radicular
mediante la formacién de pelos absorbentes, esto hace que la planta tenga mayor
area radicular y asi un mejor desarrollo fisiolégico; ademas Trichoderma tiene las

bondades de crear resistencia al estrés hidrico en la planta (Harman et al., 2004).

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

2008-2009.

Debido a la importancia que tienen estos microorganismos en la respuesta del cacao
a la sequia, se desarrollo el presente trabajo de investigacion en el laboratorio e
invernadero de fitopatologia del ICT con el objetivo de determinar la influencia de la
colonizacion endofitica de Trichoderma sobre el crecimiento y estrés hidrico en

cacao mediante dos métodos de inoculacion.



. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general.

Determinar la influencia de Trichoderma endéfito sobre el crecimiento e
induccién de resistencia al estrés hidrico en cacao (Theobroma cacao

L.).

2.2. Objetivos especificos.

Determinar la colonizacién endéfita de Trichoderma spp en plantulas de
cacao utilizadas para patron mediante dos métodos de inoculacién.
Determinar la influencia de Trichoderma spp sobre el crecimiento de
plantulas de cacao utilizadas para patron mediante dos métodos de
inoculacion.

Determinar el efecto de Trichoderma spp en plantulas de cacao al estrés

hidrico mediante dos métodos de inoculacion.



. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Consideraciones previas del cultivo de cacao

3.1.1

3.1.2

Descripcion de la planta

El arbol de cacao, (Theobroma cacao L.) es normalmente pequenio,
entre 4 y 8 metros de alto, aunque si recibe sombra de arboles grandes
puede alcanzar hasta los 10 metros, su tallo es recto, con madera de
color claro, casi blanco, y la corteza es delgada, de color café. El fruto
puede alcanzar una longitud de 15-25 centimetros, 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 (Barahona, 1987).

Tiene una raiz principal, pivotante, que crece mas de un metro de
profundidad y sirve para sostener a la planta, con muchas raices
secundarias que se encuentran distribuidas alrededor del arbol y a poca
profundidad y son las que se encargan de agarrar los nutrientes del

suelo a través de los pelos absorbentes (Navarro et al, 2006).

Importancia econémico-social:

El cultivo de cacao constituye una de las mas valiosas opciones
productivas de la Region San Martin, por la creciente demanda del
mercado interno, como externo, unido a las buenas perspectivas de
incremento de precio en el mercado internacional; el cultivo tiene cada

vez mayor importancia en la Amazonia peruana. Ha aumentado el area
4



de cultivo y ya esta rindiendo hasta 1500 kilogramos por hectarea.

Ademas, la demanda del grano de cacao es cada vez mayor debido a

que estd mejorando su calidad por la aplicacién de nuevas tecnologias.

Y lo mejor de todo es que genera mucha mano de obra e ingresos licitos

que alejan la inseguridad y violencia que ocasionaba el cultivo de hoja

de coca (PDA, 2007).

3.1.3 TAXONOMIA

La clasificacién taxonémica segun Cruz et al, 2007 es la siguiente:

Reino
Subreino
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia

Subfamilia
Género

Especie

: Plantae

: Tracheobionta
: Ansgiospermas
: Dicotiledéneas
: Dilleniidae

: Malvales

: Sterculiaceae

: Byttnerioideae
: Theobroma

:cacao L.



3.1.4 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 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, 1987). El cacao es una
planta C3, en estos tipos de plantas hay mayor concentracién 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
optimos de agua oscilan entre 1500 y 2500 mm en las zonas bajas mas
célidas y entre 1200 y 1500 mm en las zonas mas frescas o los valles

altos (MINAG et al, 2004).

3.2 Aguaen el sueloy la planta

La capacidad de retenciéon de agua disponible para las plantas, se basa en una
clasificacion bioldgica del agua del suelo que considera como disponible para
las plantas el agua retenida entre dos situaciones: la denominada capacidad de
campo que es una medida del contenido maximo de agua que puede retener el
suelo cuando la mayoria de la macroporosidad esta ocupada por aire, y el
punto de marchitamiento permanente o contenido de agua por debajo del cual

las plantas mesofiticas no son capaces de extraer agua del suelo (Porta y
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Lopez-Acevedo, 2003). El estado enérgico del agua del suelo es una de las

propiedades fisicas mas importantes del suelo y cuyo conocimiento es

fundamental para la irrigacion técnica de los cultivos (Bayer y Gardner, 1977).

3.21

Importancia del agua

El agua del suelo, como uno de los componentes del ciclo hidrolégico,
constituye la principal fuente para los cultivos, por su capacidad de
almacenarla y entregarla gradualmente, a medida que se requiere,
también disuelve y transporta nutrientes, sales solubles y contaminantes,
haciendo posible su absorcién por las raices e influyendo en la

produccion vegetal (Honorato, 2007).

Las bases fisiologicas de la produccion vegetal radican, en gran medida,
en los procesos de fotosintesis y transpiracion de las plantas,
permitiendo el intercambio gaseoso necesario para la produccién de
biomasa vegetal; asi, es necesario mantener las células guarda y
oclusivas de los estomas turgentes gran parte del dia y permitir la
absorcion de agua de las raices. Para ello, “el suelo debe abastecer de
agua al sistema radical de las plantas en forma permanente para evitar

condiciones de estrés" (Azcon et al, 2000).



3.2.2 Retencion de agua por el suelo

En el terreno se pueden presentar las siguientes situaciones de

humedad: (Honorato, 2007)

Saturacion: Un suelo es saturado cuando todo el espacio poroso esta
ocupado por el agua, su tensiéon de humedad es inferior a 0,3 bares y el
agua esta sujeta a la fuerza de gravedad, esta situacion no es Optima
desde el punto de vista bioldgico, debido a la falta de oxigeno, situacién

que se produce después del riego o de una lluvia.

Capacidad de campo (CC): Contenido de agua en el suelo una vez que
ha drenado libremente en el perfil, aproximadamente 24 a 48 horas
después de saturacion. Sélo una parte de los poros estan llenos de agua
(micro-poros). Esta situacion se asocia a una tension de humedad en el
suelo de 0,3 bares, desde el punto bioldgico es 6ptima, ya que es el nivel

de maxima disponibilidad de agua para las plantas, con aire presente.

Punto de marchitez permanente (PMP): Se conceptua como el
contenido de agua en el suelo en el cual una planta es incapaz de
extraer el agua y se marchita sin poder recuperarse al restablecer el
contenido de humedad, lo que implica la muerte fisioldgica de la planta,
porque esta retenida en delgadas peliculas y con mucha fuerza
alrededor de las particulas del suelo, asociandose a una tensiéon de
humedad de 15 bares, desde el punto bioldgico, esta humedad no es
disponible para las plantas, el contenido de agua entre CC y PMP es

considerada aprovechable por las plantas. Sin embargo, a medida que



aumenta la tension, a partir de 0,3 bares, aumenta la energia requerida
para extraer el agua y disminuye la destinada a la produccién de materia

seca.

Para una estimacién de la cantidad de agua retenida a Capacidad de
Campo (CC), disponiendo sélo de la textura del suelo, se pueden utilizar
los valores medios para Humedad Equivalente (-33 kPa) (Honorato,

2007).

3.2.3 Riego

3.2.3.1 Humedad en el suelo

Desde el punto de vista fisiolégico, es facil mantener un nivel adecuado
de humedad para el crecimiento satisfactorio de la mayoria de las
plantas mediante riego, si el suelo 0 mezcla para enraizar es adecuado.
Pero desde el punto de vista del patélogo que investiga los patégenos
del suelo, mantener niveles de humedad constante para determinar sus
efectos sobre los patdégenos del suelo es dificil en el &mbito de humedad
por encima de la capacidad de campo (CC) y casi imposible en los

niveles inferiores (French & Hebert, 1982).

3.2.3.2 Medicion de la humedad del suelo

No es practico medir la humedad de los suelos con niveles arbitrarios
definidos, porque al moverlos de su sitio cambia su porosidad. Cuando

se desea hacer comparaciones entre distintos suelos, bajo condiciones
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iguales, no necesariamente a capacidad de saturacién (CS), capacidad
de campo (CC) o porcentaje de marchitez permanente (PMP), se
establece el porcentaje de agua (PA) basado en el peso original y el
peso después de secarlo a un peso constante a 105 °C, segun la

férmula siguiente: (Baker, 1957).

_ Pérdida de peso

"~ Peso Constande

Si se desea establecer comparativos de la CC de suelos un método
reproducible para el ambito de 12 a 28% de CC es la determinacion de
la Humedad Equivalente (HE). El procedimiento consiste en centrifugar
una muestra uniformizada por un tiempo determinado a 1000 G

(Veihmeyer y Hendrickson, 1931).

Para comparar la retencidon de agua relativa (RAR) de distintos suelos se

puede usar la formula: RAR = PA/HE.

Estrés hidrico por déficit y crecimiento de los cultivos

El estrés se identifica como una desviacion significativa de las
condiciones Optimas para la vida, que ocasionan cambios en todo los
niveles funcionales de los organismos y desde un punto de vista
bioldgico, el estrés tiene una connotacion mas amplia, refiriéendose a los
cambios ambientales que alteran al estado fisiologico de las plantas

(Larcher, 1995).
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Biologicamente, el estrés se describe como cualquier factor del medio
ambiente que disturba el normal funcionamiento de un organismo y
capaz de inducir una “tensidn” potencialmente perjudicial en el
organismo viviente (Kramer, 1989), por otra parte estrés es la situacion
de un individuo vivo o de alguno de sus 6rganos o aparatos que por
exigir de ellos un rendimiento muy superior al normal, los pone en riesgo
proximo de enfermar (Armas et al, 1988), técnicamente, ocurre cuando
hay pérdida de agua en las plantas, o una parte de ella, causando un
potencial negativo del agua, medidos en términos de presién (bars),
llega debajo de -0,5 hasta -1,0 bars, se dice que existe estrés y para la
mayoria de los cultivos, el punto de marchitez permanente se alcanza
cuando el suelo llega a una deficiencia de -20bars. Las hojas de las
plantas pueden, generalmente, tolerar deficiencias mas altas que -
20bars por periodos cortos (algunas horas), pero si la deficiencia sigue,

resulta en una marchitez permanente (Slatyer and Goode, 1967).

Es probable que el estrés esté asociado con un déficit hidrico y sea este
uno de los problemas mas comunes entre las plantas cultivadas y las
comunidades naturales (Benavides, citado por Basurto et al, 2008). La
pérdida de agua por el dosel vegetal es algo inevitable, ya que esto
forma parte del proceso natural de transpiracion de las plantas como un
mecanismo de enfriamiento. Por otra parte, la asimilacion de CO,, a
través de los estomas, origina una pérdida natural de agua para
mantener un ritmo de crecimiento. Por ejemplo, las plantas C-3 pierden
un kilogramo de agua por cada 1-3 g de CO; fijado y las plantas C-4

ganan 2-5 g de CO, por kilogramo de agua transpirada y las plantas
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CAM fijan de 10-40 g de CO; por kilogramo de agua transpirada

(Benavides, citado por Basurto et al, 2002).

A causa de su papel esencial en el metabolismo de las plantas, el déficit
de agua afecta rapidamente los procesos que van desde la fotosintesis
hasta la respiracion. El agua es un agente quimico que imparte orden y
estructura en las biomoléculas y ayuda a la interaccidén entre estas,
ademas de ser una fuente de protén-electron, la carencia de agua ha
sido la principal fuerza selectiva en la evolucion de las plantas y su
habilidad para hacer frente a los déficits hidricos es una determinante
fundamental en su distribucién y en la distribucién y productividad de las

plantas cultivadas (Fisher and Turner, 1978).

El término déficit hidrico en las plantas, significa insuficiencia interna de
agua y puede ser inducida por escasez de agua en el suelo o porque la
pérdida de agua por transpiracion prosigue hasta ser mayor que la tasa
de absorcion de agua por las raices, es decir, cuando al balance hidrico
se torna negativo (Larcher, 1977), normalmente el balance hidrico debe
ser positivo ya que las intensidades con que ocurren los principales
procesos fisioldgicos y metabdlicos de las plantas estan estrechamente
relacionadas con el balance y turgencia de sus células, tejidos y 6rganos

(Kramer, 1989).

El término “sequia” se refiere usualmente a una condicion por la cual el
agua no puede ser aprovechada en forma satisfactoria por la planta,
produciéndose un déficit hidrico en los tejidos al punto de afectar el

crecimiento y desarrollo (Billins, 1968).
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Desde el punto de vista agricola, la sequia es definida como la situacion
que existe cuando hay insuficiente agua disponible para un cultivo, es
decir cuando el nivel de humedad en el suelo es insuficiente para cubrir
las necesidades de agua por la planta en un determinado estado de
desarrollo, lo que produce en la planta déficits hidricos como para

ocasionar reduccién en los rendimientos (Kramer, 1989).

3.2.4.1 Mecanismo de Resistencia a la sequia.

El término “Resistencia a la sequia” es utilizado para cubrir un amplio
rango de mecanismos por los cuales las plantas enfrentan y sobreviven

a periodos secos o de condiciones de humedad (Jones et al, 1981).

Existen plantas que previenen la sequia desarrollando un sistema
radicular profundo que llegue hasta el manto freéatico (Ehleringer et al,
1976). Existen plantas que previenen la sequia gracias a que presentan
estomas hundidos que retrasan la transpiraciéon, otras que presentan
hojas pequehas (cuya capa limite es delgada) que evita que la
temperatura de las hojas se asemeje a la del aire y finalmente otras
plantas que pierden sus hojas y entran en un estado de dormancia

cuando se acerca la época de sequia (Levitt, 1980).

Los principales mecanismos de resistencia a la sequia son: el escape a
la sequia; la tolerancia a la sequia con altos potenciales de agua y la
tolerancia a la sequia con bajos potenciales de agua (Kramer, 1989;

Turner, 1979; Levitt, 1980; Jones et al, 1981).
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3.2.4.1.1 Escape ala sequia.

El escape a la sequia se refiere a la habilidad de las plantas para
completar su ciclo de vida en un tiempo corto, antes de que se
presenten condiciones adversas en disponibilidad de agua. Este
mecanismo combina un rapido desarrollo fenolégico, con una
plasticidad en el desarrollo de las plantas (Kramer, 1989). EI
mecanismo de escape a la sequia es solamente un mecanismo para
evitar el estrés, mas que un mecanismo de resistencia en si (Levitt,

1980).

3.2.4.1.2 Tolerancia a la sequia con altos potenciales de agua.

Este mecanismo se refiere a la habilidad que tienen algunas plantas
para vencer los periodos de sequia, manteniendo altos potenciales de
agua en sus tejidos. Algunos investigadores denominan a este tipo de
resistencia como “evitacion a la sequia” (O’'Tools y Chang, 1979; Levitt,
1980). Sin embargo se debe aclarar que las plantas que poseen este
mecanismo, realmente no evitan la sequia, sino que evitan la
deshidratacion de sus tejidos mediante la reduccion de la pérdida de
agua a través de mecanismos para mantener la absorcion del agua. La
reduccion de la pérdidas de agua se consigue a través de cambios en
la conductancia epidermal (cierre de los estomas y proteccion efectiva
contra la transpiracion cuticular) y a través de cambios en la morfologia
externa o interna y orientacién de las hojas a fin de reducir la absorcion
de la radiacién y cambiar las caracteristicas de reflexién (Ehleringer et

al, 1976).
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El mantenimiento o incremento de la absorcién de agua lo consiguen a
través de un mayor tamafio del sistema radicular y de una mayor
eficiencia en la captacion del agua del suelo incrementando la

conductancia hidraulica a nivel de raices (Jones et al, 1981).

3.2.4.1.3 Tolerancia a la sequia con bajos potenciales de agua

Tolerancia a la deshidratacion, es el mecanismo de resistencia que se
refiere a la habilidad de las plantas para vencer periodos de sequia
manteniendo bajos potenciales de agua en sus tejidos (Kramer, 1989).
Esta es una capacidad especifica y adaptativa del protoplasma para
poder soportar una gran pérdida de agua, manteniendo la presion de
turgencia celular por efecto de un ajuste osmoético o a través de un

incremento en la elasticidad de los tejidos (Jones et al, 1981).

El grado de deshidratacién sin dafo permanente varia ampliamente,
dependiendo del proceso involucrado, de la duracion del estrés y del
estado de desarrollo y tipo de planta. Este tipo de resistencia también
involucra la tolerancia a la desecacién o resistencia protoplasmica, que
es una caracteristica muy especial de las plantas poikilohidricas
(“plantas que resucitan”), en las cuales las pérdidas de agua son
acompanadas por una deshidratacion del citoplasma en tal forma que
la maquinaria metabdlica pueda ser reensamblada para su normal
funcionamiento, luego de la rehidratacién de los tejidos (Jones et al,
1981). La reaccion de las plantas a la deshidratacion puede ser
considerada desde dos puntos de vista: supervivencia y rendimiento.

La supervivencia a severa deshidratacion tendra mayor importancia en
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plantas nativas que en plantas cultivadas, sin embargo la tolerancia a
moderada deshidratacion puede ser de gran significacion en plantas
cultivadas. Hay cierta controversia para determinar cual de los
componentes da resistencia a la sequia; si el escape o la tolerancia son
mas importantes para los cultivos. Realmente los términos de
expresion del concepto de resistencia a la sequia varian dependiendo

del punto de vista del investigador.

Para el agronomo Yy fisiélogo de cultivos, la resistencia a la sequia debe
estar mas ligada a la productividad, mientras que para el ecélogo y eco
fisidlogo, el interés se centrara mas en la capacidad de sobrevivencia
de las plantas. Las bases metabdlicas de la productividad por un lado y
las relacionadas a la sobrevivencia por otro lado son diferentes y
frecuentemente dificiles de comparar. Los mecanismos que favorecen
la productividad y aquellos que posibilitan la sobrevivencia son
realmente opuestos. Verdaderamente se requiere de una combinacion
de los mecanismos, puesto que la evitacion, tolerancia y escape a la
sequia juntos proporcionaran a las plantas cultivadas una mejor

capacidad para resistir a éste factor adverso (Fisher y Turner, 1978).
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Figura 1: Mecanismos de resistencia a la sequia.

3.2.5 Efectos fisiolégicos del estrés hidrico

El estrés hidrico puede causar diversos efectos en la planta asi como la
pérdida de agua en los tejidos que puede inducir una reduccién en la
presion hidrostatica al interior de las células originando un incremento en
la concentracién de macromoléculas y solutos de menor peso molecular,
ademas, una reduccion en la actividad del potencial quimico del agua
presente en la planta. Todos estos efectos pueden influenciar en los

procesos metabdlicos (Carruthers y Clark, 1981).

El proceso mas sensible al estrés hidrico es el crecimiento celular.
Cuando la presion de turgencia en una célula vegetal decae, la
expansioén celular es deprimida produciéndose por lo tanto una abierta
correlacion entre la disminucion del tamafo celular y el grado de estrés
de agua en los tejidos vegetales. Ademas el crecimiento celular, la
division celular, la sintesis de proteina y paredes celulares son los mas
afectados en tejidos de rapido crecimiento. El estrés hidrico inhibe la
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3.2.6

incorporacion de aminoacidos a las proteinas y causa una disminucion
del contenido proteico de los tejidos. Asimismo, el crecimiento de la
pared celular estd muy asociado con el metabolismo de la pared celular

(Kramer, 1989).

Deficiencias severas de agua afectan directamente los niveles de
enzimas en las plantas. Bajo estrés moderado algunos niveles de
enzimas son aumentados, asi como, las enzimas involucradas en la
hidrdlisis y deshidrogenacion. En general, el estrés hidrico origina una
disminucién en los niveles de enzimas. En particular este es el caso de

la reductasa de nitrato (Ehleringer et al, 1976).

La fotosintesis es afectada con deficiencias cerca a cero (-1.0 hasta -3.0

bars), antes que el crecimiento de células y su divisién (Slatyer, 1967).

Cuando el estrés de agua es mas pronunciado, los aminoacidos libres,
particularmente la prolina puede acumularse en los tejidos vegetales
existiendo una correlaciéon positiva entre los niveles de acumulacion de

prolina y supervivencia de la hoja (Claussen, 2005).

Estados de marchitez

En un estudio de tolerancia a la desecacion y a la sequia, se describen
cinco estados de marchitez hasta el PMP. A continuacion se describen
los estados de marchitez. (1) Ligeramente marchita: Hojas verdes pero
con un angulo ligeramente torcido. (2) Marchita: Hojas verdes con un

angulo de 45° sus extremos comienzan a plegarse y hay necrosis
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limitada. (3) Severamente marchita: Hojas verde con el angulo de 90°,
con un excesivo pliegue y la necrosis es mas extensiva. (4) Cercana a la
muerte: Muchas de las hojas necraéticas, extensivo pliegue en las hojas.
(5) Muerte: Todas las hojas necréticas, hojas fragiles que se caen (Tyree

et al., 2003).

3.3 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
patogenos, por la produccion de varios antibidticos y metabolitos secundarios.
Esto sugiere que hay presencia de hongos endofiticos mutualistas que actuan
como detonantes bioldgicos para activar los sistemas de defensa ante
condiciones adversas bidticas y/o abiodticas (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
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beneficio de proteccion y promocion de crecimiento (Sikora, 1992;

Pocasangre, 2000).

3.4 Generalidades de Trichoderma
3.4.1 Caracteristicas.

Trichoderma es un aislado comunmente 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 solidos o liquidos y en un amplio rango de
temperaturas, ademas son relativamente tolerantes a humedades bajas
y tienden a crecer en suelo acido, Trichoderma crece en los medios de
cultivo con un desarrollo difuso que cubre toda la superficie del agar
como un césped amarillo o amarillo verdoso, la superficie de la colonia
es granular o plumosa. En las caracteristicas microscopicas sobresalen
las hifas hialinas y septadas, conidi6foros generalmente cortos que dan
origen a esterigmas romos con puntas. Las conidias son esféricas y
mantenidos en racimos compactos mediante una ligera secrecion

mucilaginosa (Harman and Chet, 1981).

La poblacion de Trichoderma decrece especialmente cuando la
humedad del ambiente desciende por largos periodos de tiempo. Otros
estudios han determinado que el pH, la concentracién de CO,, HCOg3,

sales y el contenido de materia organica son factores fisicos y quimicos
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determinantes para la variacion de la poblacional de Trichoderma,
ademas de la presencia o ausencia de otros microorganismos en el

ambiente (Fonseca, 1998).

Es un hongo saprofito y exigente en su crecimiento, utilizando fuentes de
carbono, nitrégeno (purinas, pirimidinas y aminoacidos), azucares
(monosacaridos, polisacaridos), taninos, aldehidos, acidos grasos de
cadena larga, metanol, etc. Este hongo es fotosensible que germina
rapidamente, produce clamidosporas, las cuales juegan un papel
importante en el biocontrol y sobreviven en el suelo mejor que las
conidias. Trichoderma produce algunos metabolitos que son importantes
en el biocontrol. Dentro de las especies mas importantes de
Trichoderma estan: T. koningii. T. hamatum, T. harzianum. T. viride. T.

lignarum. T. virens y T. polysporum (Papavizas, 1985).

Se ha encontrado que cepas especificas del hongo del género
Trichoderma pueden colonizar y penetrar los tejidos de las raices de las
plantas, e inician una serie de cambios morfoldgicos y bioquimicos en
las plantas, lo cual conlleva a la resistencia sistematica inducida de la

planta (ISR), (Fonseca, 1998).
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3.4.2 Clasificacion Taxondmica

La clasificacion taxondmica 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

3.4.3 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 colonizacién del hongo

sobre diferentes sustratos sélidos (Domsch et al., 1980).
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Esporulacion: 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 exposicion de los cultivos en agar durante
20 a 30 segundos a la luz es suficiente para inducir la esporulacién. La
mayor foto induccién de la conidiogénesis se obtiene con la exposicién 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 concentracion de la fuente

de carbono (Fonseca, 1998).

Cuando la concentracion de carbono es inferior a 50g/l, la produccién de
conidios se eleva, por el contrario, cuando la concentracion de carbono
supera este valor, la esporulacién tiende a disminuir (Astudillo, 1999) de
igual manera las sales minerales en general (NaCl, KCI, CaCl;y) en una
concentracion elevada (20-70 g/l) inhiben la esporulacion. Los iones de
sodio y potasio producen una disminucion de la presidon osmatica de las
células inhibiendo la esporulacion. Una baja concentracion de iones de
calcio (1-10 g/l), aumenta la presion osmotica dentro de las células

fungicas induciendo asi la esporulaciéon (Astudillo, 1999).

Germinacién: La germinacion de los conidios de Trichoderma depende
del tipo de enlace que presenta la fuente de carbono, la cual puede ser
un disacarido o un polisacarido. Para su aprovechamiento el hongo

emplea enzimas como amilasas, a-glucosidadas, endo y exocelulasas
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que realizan la hidrélisis de los azucares simples para dar inicio a la
germinacién en los diferentes medios de cultivo; mientras que para
iniciar el proceso de infeccion, 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/I de cloruro de sodio, estas condiciones
pueden ocasionar mutaciones perjudicando el proceso de
conidiogénesis, al disminuir notablemente la produccién de esporas

(Moore, 1996).

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 asimilacion de nutrientes como
glucosa ejerce una influencia importante sobre el crecimiento del hongo
y su posterior esporulacién. 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
optima de 25°C (Alexopoulos, 1996). Segun otros estudios, se ha

demostrado que el crecimiento saprofito en suelo de Trichoderma se
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presenta a una temperatura que oscila entre los 20°C y los 30°C, con
una temperatura 6ptima de 25°C (Cruz y Lina, 2007).

Humedad: El contenido de humedad que favorece el crecimiento
saprofito 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 (enzimas hidroliticas tales
como amilasas, pectinasas, celulasas y quitinasas, entre otras), aunque
puede emplear también acidos organicos y monosacaridos como fuente
de carbono. Asimismo, Trichoderma asimila como fuente de nitrégeno
compuestos tales como aminoacidos, urea, nitritos, amoniaco y sulfato
de amonio (Moore, 1996). Adicionalmente, se ha demostrado que la
adicién de nitrogeno en forma de sulfato de amonio al medio estimula e
incrementa el crecimiento de este hongo, mientras que la adiciéon de
nitrdgeno como nitrato de calcio genera una supresiéon en el crecimiento

de Trichoderma (Danielson et al., 1973; Wakelin et al., 1999).

Por otra parte, los micro-elementos, sales y vitaminas en grandes
cantidades no son indispensables para el desarrollo de Trichoderma
(Papavizas, 1985). Los elementos traza requeridos para el crecimiento
de hongos en general incluyen hierro, zinc, cobre, manganeso y

molibdeno en concentraciones muy pequefas cercanas a 10 a 10
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3.5

Dentro de las vitaminas necesarias se encuentran tiamina (B1), biotina
(B7), piridoxina (B6), acido nicotinico (B3), acido pantoténico (B5),
riboflavina (B2), cianocobalamina (B12) y acido aminobenzoico (Moore,

1996).

Interacciones Trichoderma — planta

Respecto a las interacciones mutualistas entre plantas y hongos, el ejemplo
mas conocido es el de las micorrizas, el cual tiene su mayor efecto sobre la
nutricion de las plantas. Sin embargo, existen otros organismos que también
generan mutualismo con plantas, incrementando la resistencia de estas al
ataque de patégenos, como es el caso de los hongos del género Trichoderma

(Mousain, 1997).

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 produccidén de los cultivos (Harman et al.,, 2004; Vinale et al.,

2008).

3.6.1 Trichoderma en el desarrollo de la planta y la resistencia a

patégenos.

Propiedades benéficas que se atribuyen a Trichoderma son el Control

de patdgenos en raiz y hojas (Induce a la resistencia, Control bioldgico
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3.5.2

por ataque directo a enfermedades fungicas de las plantas como
antagonismo), 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
formacion de pelos absorbentes, mejora la profundizacion de raiz.

(Harman, 2006).

Colonizacion de Trichoderma, en las raices

El movimiento de las especies de Trichoderma en la rizosfera, es por
medio de sus hifas en continuo crecimiento que exploran y penetran la
corteza de las raices, colonizando los tejidos de las plantas (Yedidia et
al., 1999; Vinale et al., 2008). Una reaccion bioldgica a la presencia de
Trichoderma 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 (Yadidia

et al., 2003; Harman et al., 2004; Hason y Howell 2004).

La colonizacién de raices con Trichoderma (cepa T-203) induce
cambios significativos en el metabolismo. Plantas de maiz (Zea mays
spp.) de cinco dias de crecimiento, fueron tratadas con y sin
Trichoderma (cepa T-22). Las plantas fueron fraccionadas con gel en
una electroforesis de dos dimensiones. 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 (Harman et al., 2004) esto
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3.5.3

indicaria que este hongo modifica fuertemente el metabolismo de las

plantas, lo cual en muchos casos puede ser beneficioso.

Promocion del crecimiento vegetativo en las plantas

Los hongos Trichoderma enddfitos 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), maiz (Zea mays L.) (Blanchard y Bjorkman, 1996),
tabaco (Nicotiana tabacum L.), zapallo (Cucurbita maxima L.) (Chang et
al, 1986; Kleifeld y Chet, 1992), petunia (Petunia hybrida L.) (Ousley et
al, 1994), tomate (Lycopersicum esculentum Mill) (Windham et al,
1986), entre otras, no existiendo reportes en especies forestales. Las
especies de  Trichoderma producen acidos organicos, como el
gluconico, acidos citricos y fumaricos; estos acidos 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 et al., 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 et al., (1995). En

experimentos de invernadero en plantas de maiz, el peso de raices a
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los 21 dias después de plantacion e inoculacion era un 50% mayor que
las plantas testigo, mientras que la exploracién del suelo fue 40%
mayor. La colonizacién de las raices por Trichoderma se relacioné con
la edad de éstas, siendo mayor en sus partes mas viejas, colonizando

incluso en los apices radicales.

El mecanismo de accion no ha sido identificado, pero el hongo es
capaz de acidificar la rizosfera en aproximadamente 0,1 unidades de
pH, lo que podria aumentar el crecimiento debido a una mejor
absorcion de iones (Bjorkman et al., 1995). Otra opcién para la
estimulacién del crecimiento, es la que se basa en la nutricion.
Aparentemente Trichoderma secuestra fosforo soluble en el micelio.
Ademas es capaz de crecer a lo largo de las raices durante su
elongacién, colonizando asi todo el sistema radical (Sivan y Harman,

1991).

Existen evidencias experimentales de que Trichoderma spp pueden
inducir el crecimiento de las plantas, aun en condiciones que el suelo
esté libre de patdgenos actuando como bioestimulador (Ménaco, 1991).
Los bioestimulantes son compuestos organicos que difieren de los
nutrimentos, los cuales en pequenas cantidades fomentan, inhiben o
modifican los procesos fisiolégicos de las plantas (Rodriguez y

Zanahoria, 1991).

Trichoderma promueve el crecimiento y desarrollo de los cultivos

produciendo metabolitos que estimulan los procesos de desarrollo
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vegetal (Sutton y Peng, 1993); tiene la capacidad de multiplicarse en el
suelo y colonizar las raices de las plantas liberando factores de
crecimiento (auxinas, giberelinas y citoquininas) que estimulan la
germinacion y el desarrollo de las plantas (Altomare et al., 1999). Se ha
reportado la produccién de acido 3-indol acético (AlA), sustancia que
actua como hormona vegetal favoreciendo el desarrollo del sistema
radical, entre otros beneficios (Valencia et al., 2005). Estas sustancias
producidas por Trichoderma actuan como catalizadores o aceleradores
de los tejidos meristematicos primarios en las partes jévenes de la
planta, acelerando su reproduccion celular, logrando que las plantas se
desarrollen mas rapido en comparacion con plantas que no han sido
tratadas con dicho microorganismo (Valencia et al. 2005), Trichoderma
también ha sido reportado como promotor del crecimiento vegetal en
cultivos de berenjena, arveja, frijol, café, tomate, papa, especies
forestales, entre otros (Zambrano, 1989; Bodrkman et al., 1998;

Dandurand y Knudsen, 1993).

La estimulacibn 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; Harman,
2000), Trichoderma virens (Ousley et al., 1994), y Trichoderma koningii

(Windham and Baker, 1986).
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3.5.5

Induccion de resistencia al estrés hidrico

Actividades beneficiosas atribuidas a las interacciones de
Trichoderma / planta incluyen la promocion del crecimiento vegetal, la
tolerancia y resistencia al estrés abiético como la sequia (Harman et al,

2004).

Existen varias clases de microorganismos endofitos, ademas
de Trichoderma spp, se sabe que alteran la respuesta de las plantas al
estrés abiotico. Trichoderma endéfitos de pastos de estacion fria han
sido estudiados por su capacidad para inducir la tolerancia a varios
tipos de estrés, bidtico y abidtico (Malinowski y Belesky, 2000). Algunos
de los mecanismos utilizados por los Trichodermas enddfitos de la
hierba fresca de temporada para alterar la respuesta a la sequia
incluyen evitar la sequia a través de adaptaciones morfolégicas; toleran
a la sequia a través de las adaptaciones fisioldgicas y bioquimicas, y se
recuperan después de la sequia (Malinowski y Belesky, 2000). El
impacto de los hongos endéfitos en la respuesta a la sequia ha sido
intensamente estudiado en hierbas de estaciones frias (Malinowski y

Belesky, 2000).

Antecedentes respecto a la sequia en cacao y Trichoderma

De acuerdo al impacto del hongo endoéfito de Trichoderma hamatum,
aislamiento DIS 219b sobre la respuesta del cacao a la sequia,
induciendo la resistencia al estrés hidrico en las plantas (Bae et al.,

2009). Durante la sequia, las plantas pueden mostrar los siguientes
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sintomas: La suspensiéon de crecimiento del brote, decrece la
conductancia estomatica, reduce la asimilacion del CO,, perjudica la
fotosintesis, la acumulacién de solutos, la suspension de crecimiento
de la raiz, senescencia de la hoja y marchitez de la planta (Passioura,

1996).

Un solo tratamiento de semillas o plantas que a la vez pueden conferir
resistencia al estrés bidtico (enfermedades) y estrés abidtico que seria
de gran importancia para la produccién vegetal agricola. Los
tratamientos de semillas con T. harzianum son capaces de aliviar las
presiones abidticas y fisiolégicos en semillas, y plantulas de cacao;
Trichoderma spp se encuentran entre los organismos mas utilizados
para el control de la enfermedad biolégica y para la promocién del
crecimiento vegetal, ademas inducen la tolerancia al estrés abidtico

(Harman et al, 2004; Harman and Shoresh, 2007).

Los cambios observados en los patrones de expresidon 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 abioticos, incluyendo posiblemente

la sequia, en el cacao (Bailey et al., 2006).
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IV.MATERIALES Y METODOS.

4.1 Ubicacion del experimento.

La presente investigacion se realiz6 en el laboratorio e invernadero de
Fitopatologia del Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) (Figura 2), distrito de La
Banda del Shilcayo, provincia y regién de San Martin, ubicado a 06° 00' 28" de

latitud sur, 76° 00" 18" latitud oeste y 315 m.s.n.m.m.

Figura 2. Laboratorio de Fitopatologia ubicada en la estacion experimental “Juan
Bernito” - ICT.

4.2 Materiales de estudio.
4.2.1 Aislamientos de Trichoderma endéfito.
De la primera coleccidn de hongos endofitos que realizé el Instituto de
Cultivos Tropicales por el alto Amazonas, se seleccionaron 12
aislamientos de Trichoderma spp, los hongos, fueron aislados a partir
de hojas vy tallos de cacaos silvestres, y se encuentran conservados a -

10°C en solucion de glicerol 2% (Cuadro N° 01).
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4.2.2

4.2.3

Cuadro 1: Procedencia de los aislamientos de Trichoderma endéfitos.

N° | Aislamiento Organo Localidad
1 T-E3 Tallo Aypena
2 T-E 17 Tallo Pastasa
3 T-E 20 Tallo Pastasa
4 T-E 22 Tallo Ungumayo
5 T-E 39 Tallo Nucuray
6 T-E 50 Tallo Urituyacu
7 T-E 54 Tallo Urituyacu
8 T-E 72 Tallo Ungurahui
9 T-E 74 Tallo Pastasa
10 T-E 81 Tallo Ungumayo
1 T-E 105 Hoja Urituyacu
12 T-E 126 Tallo Ungurahui

Genotipos utilizados

Para las diferentes pruebas se utilizé semillas de polinizacién abierta del
genotipo IMC-67 (de una plantacion de cacao de la E.E. Juan Bernito).
Se eligieron mazorcas mas robustas, no tan maduras, de las que crecen

en los troncos de los arboles.

Esterilizacion de suelo:

El suelo que se utilizdé (Anexo 29) se esterilizé en un autoclave vertical, a

temperatura de 120°C, a presion de 15 Ibs., por tiempo de 60 minutos.

34



4.3 Metodologia

4.3.1 Preparacion de medios de cultivo.

4311

4.3.1.2

4.3.1.3

Papa Sacarosa Agar (PSA): En un recipiente se incorporé 250
g de papa en trozos previamente lavada, después se hirvié con
500 ml de agua destilada por 20 min aproximadamente y en
otro recipiente, se diluyé 18 g de agar con 500 ml de agua
destilada, se agreg6 el caldo de papa y se incorporé 10 g de
azucar, finalmente, se esterilizé a 120°C, 15lbs de presion por
15 min (French y Herbert, 1982).

Agar Agua (AA): En un recipiente conteniendo 500 ml de agua
destilada se incorporé 20 g de agar, se diluyé con ayuda de un
horno microondas, se enrazé con agua destilada hasta 1000
ml, para luego ser esterilizado a 120°C, 15Ib de presién por 15
min (French y Herbert, 1982).

Corn Meal Dextrosa Agar (CMDA): En un recipiente
conteniendo 1000 ml de agua destilada se incorpord 20 g de
azucar y 17 g de Corn Meal Agar, luego se esterilizé en una
autoclave a 120 °C, 15 Ib de presion por 15 min (French y

Herbert, 1982).

4.3.2 Reactivacion de Trichoderma.

Los aislamientos seleccionados de Trichoderma que se encontraban en

conservacion en la micoteca, se reactivaron en placas petri conteniendo

PSA, incubadas a temperatura ambiente (aprox. 25°C) por cinco dias.
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4.3.3

4.3.4

4.3.5

Produccion de Trichoderma

En condiciones asépticas se incorpord un disco de medio de cultivo (0,5
cm de didmetro) con micelio de Trichoderma en placas petri conteniendo
medio PSA, se dejé en incubacién a temperatura ambiente por cinco
dias. Asi mismo, se produjo inéculo de Trichoderma en un sustrato

“Biodac” compuesto de arcillay celulosa.

Preparacion de sustrato con biodac

Se preparo el sustrato con Biodac en bolsitas de polipropileno de 6 x 12
pulgadas conteniendo 200g del sustrato por bolsa, en donde se adicion6
carbonato de calcio al 0,45% para estimular la esporulacién de las
conidias en 70ml de Agua destilada estérii (ADE)/bolsa; luego se
esterilizd a 120 °C, a una presiéon de 15 Ibs. durante 20 minutos;
finalmente, se introdujo discos de PSA colonizado con Trichoderma en el

sustrato y se incubo bajo luz durante 14 dias.

Obtencion de semillas pre germinadas.

Las semillas del Clon IMC-67 fueron pre germinadas en placas petri (15
x 90mm) conteniendo AA. Previamente se elimind el mucilago y el
tegumento con ayuda del bisturi, después la superficie de la semilla se
desinfestd con hipoclorito de sodio al 2% por 3 min, seguido de cuatro
lavados en ADE y se colocd sobre papel toalla para su secado. Se
depositaron 504 semillas en placas petri conteniendo AA, a razén de 6
semillas/placa petri, se dejé en incubacion a 25 °C por cuatro dias

(Figura 3).
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Figura 3: Obtencion de semillas pre germinadas. A. Mazorcas de cacao IMC-67. B.
Eliminacion del mucilago y tegumento de las semillas. C. Semillas de cacao desinfestadas. D y
E. Sembrado de semillas de cacao en AA. F. Semillas puestas en camara de incubacién a 25°C
durante 4 dias.

4.3.6 Colonizacion de Trichoderma en plantas de cacao.

Para la colonizacion de plantas con Trichoderma se empleé dos
métodos de inoculacién: Método 1, Inoculacion en semillas; Método 2,
Infestacion de suelo; propuesta por Bailey et al, 2008. Para estos
meétodos se utilizaron 14 tratamientos, que comprenden 12 aislamientos
de Trichoderma, y dos controles sin Trichoderma (Control con y sin

riego).

4.3.6.1 Método 1: Inoculacion de semillas con Trichoderma
endoéfito.
Con la ayuda de un sacabocados N° 5 se obtuvo discos de
medio PSA con micelio de Trichoderma, se colocaron tres discos
cerca a las raices de cada semilla pre-germinada, y se incubd a
25 °C durante 4 dias para que el hongo enddfito colonice la

semilla (Figura 4).
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4.3.6.2

Figura 4: Inoculacién de semillas con Trichoderma endéfito. A. Obtencion de
discos de medio PSA con Trichoderma. B. Inoculaciéon de Trichoderma endofitos en
semillas pre-germinadas. C. Semillas inoculadas incubadas a 25 °C durante 4 dias.
D. Llenado de tubetes con suelo estéril. E. Sembrado de semillas en los tubetes con
suelo estéril. F. Primer riego de las semillas con ADE. G. Camara de incubacién de
plantas de cacao colonizadas con Trichoderma enddfito.

Las semillas pre-germinadas colonizadas con Trichoderma,
fueron sembradas en tubetes conteniendo suelo estéril, y se
mantuvo con riego continuo durante15 dias en un ambiente de

incubacién, a temperatura de 25 °C, con Humedad Relativa de

75% y 12horas de luz artificial.

Método 2: Infestacion de suelo con Trichoderma endéfito.

A partir de 1 g de sustrato infestado (biodac) con Trichoderma
endofito se realizd el conteo de conidias para determinar la
cantidad de sustrato a utilizar para infestar el suelo estéril a una
concentracion de 1 x 10” ufc.gs™. En bolsas conteniendo 350g

de suelo se incorporé sustrato biodac con conidias de
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Trichoderma, luego se agregd 15 ml de agua destilada estéril
(ADE) para que esté a capacidad de campo y se homogenizé el
suelo con el sustrato; posteriormente se transfirid la mezcla en
cada tubete, luego se dejo en incubacién por 14 dias a 25 °C

(Figura 5y Anexo 15).

Figura 5: Infestacion del suelo con Trichoderma endéfito. A. Aislamientos de
Sustrato Biodac infestado con Trichoderma endofito. B. Suspension de conidias de
Trichoderma para la aplicacion al suelo estéril. C. Incorporacion de sustrato Biodac en
suelo estéril. D. Adicién de ADE al suelo estéril. E. Homogenizaciéon de mezcla de
Trichoderma mas ADE. F. Llenado de tubetes con suelo infestado de Trichoderma. G.
incubacién de suelo infestado con Trichoderma enddéfito. H. Suelo colonizado con
Trichoderma.

Las semillas pre-germinadas fueron sembradas en los tubetes
conteniendo suelo infestado con Trichoderma, y se mantuvo con
riego continuo durante15 dias en un ambiente de incubacion, a
temperatura de 25 °C, con Humedad Relativa de 75% y 12horas

de luz artificial (Figura 6).
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4.3.6.3

Figura 6: Siembra de semillas en suelo infestado con Trichoderma endéfito. A.
Semillas pre germinadas de 3 dias de incubacion sobre medio AA. B. Siembra de
semillas pre germinadas en suelo infestado con Trichoderma endéfito. C. Desarrollo
de semillas sembradas en suelo infestado con Trichoderma enddfitos. D. Semilla
después de 4 dias de sembrado. E. Adicion de ADE a las semillas.

Reaislamiento de Trichoderma

El re-aislamiento de Trichoderma se realizé de plantulas de
cacao de 16 dias de edad, de cada plantula se obtuvieron dos
secciones (1 cm de tejido) de raiz principal media (RPM), punta
de raiz (PR), tallos (T), cotiledones (C), hojas (H), xilema (X),
corteza (Cz), y plumulas (PI), estas fueron desinfestadas con
hipoclorito de sodio al 2% por 5 min, seguido de cuatro lavados
en ADE hasta quitar residuos de hipoclorito de sodio,
posteriormente se coloco sobre papel toalla para su secado y se
sembraron los tejidos en placas conteniendo medio Corn meal
dextroza agar (CMDA) (Figura 7). Estas placas fueron incubadas
a 25 °C por 7 dias, y se registré como positivo (+) o negativo (-)

para la colonizacion de Trichoderma (Anexo 25 y 26). Se
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realizaron 3 repeticiones (plantulas) por cada aislamiento de

Trichoderma enddfito.

Figura 7: Reaislamiento de Trichoderma a partir de tejidos de plantulas de
cacao. Ay B. Plantulas de cacao IMC-67 colonizadas con Trichoderma enddfito de
16 dias de edad. C. Desinfestacion de secciones de tejido en hipoclorito de sodio
al 2% por 5 min. D. Secado de segmentos de plantulas de cacao. E. Cortes de
secciones de 1 cm de tejido. F. Incubacion de placas conteniendo secciones de
tejido en medio CMDA. G. Crecimiento de Trichoderma endéfito en placas con
medio CMDA.

4.3.7 Influencia de Trichoderma sobre el crecimiento y estrés hidrico de

plantulas de cacao utilizadas para patroén.

4.3.7.1 Crecimiento de plantas colonizadas con Trichoderma
Para la colonizacion de plantas con Trichoderma spp, se empled
dos métodos de inoculacion que fueron descritos en los puntos
4.9.1 y 4.9.2, agregando ademas dos controles, un control con
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43.7.2

riego y sin riego. Las plantulas fueron mantenidos en un
ambiente de incubacion (25°C) durante 16 dias con riego
continuo (cada 2 dias), posteriormente fueron trasladadas a un
invernadero, donde se realizaron evaluaciones biométricas (cada
3 dias) hasta los 32 dias como: Diametro de tallo, altura de
planta, hipocotilo y epicotilo, numero de hojas (Figura 8). A los
32 dias se sacrificaron cinco plantas por tratamiento para

evaluar longitud de raiz y peso seco.

Figura 8: Influencia de Trichoderma sobre el crecimiento. A. Plantas de cacao
IMC-67 de 32 dias. B. Medicion de altura de planta (Hipocotilo y epicotilo). C.
Medicion de diametro de tallo de planta con ayuda del vernier. D. Cuantificacion de
hojas.

Induccion de estrés hidrico a la planta

Se sometié a estrés hidrico a plantas de cacao IMC-67 de 32
dias, que fueron colonizadas con aislamientos de Trichoderma
enddéfito mediante dos métodos de inoculacidn que fueron

descritos en los puntos 4.9.1 y 4.9.2. (Figura 9). Las plantas
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fueron sometidas al estrés hidrico mediante la ausencia de riego
durante un periodo de 10 dias. Para esta prueba, se tuvo 14
tratamientos, correspondiente a 12 aislamientos de Trichoderma,
dos controles, con y sin estrés hidrico (Anexo 27). Durante la
ausencia de riego, se sacrificaron gradualmente 5 plantas por
tratamiento en tres tiempos (0, 6 y 9 dias después de ser
sometidas al estrés hidrico) para evaluar peso seco, porcentaje
de agua y longitud de raiz. Se evalu6 el grado de marchitez cada

24 horas.

Figura 9: Parametros de evaluaciéon durante la induccion de estrés hidrico a la
planta. A. Grado de marchitez. B. Longitud de raiz de plantas de cacao colonizados
con Trichoderma enddfito. C. Muestras de plantas para evaluar. D. Muestras en la
estufa por 5 dias a 50 °C. E. Pesado de Peso fresco y seco de la planta (Parte aérea 'y
Raiz).

4.3.8 Diseno experimental
e Para determinar el porcentaje de colonizacion (bajo condiciones
controladas) se emple6 un disefio completamente al azar (DCA) con
un arreglo factorial de 2 x 12. Los factores fueron 2 métodos de
inoculaciéon y 12 aislamientos Trichoderma endéfito. Se empled 3

repeticiones por aislamiento.
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e Para determinar la influencia de Trichoderma enddfito sobre el
crecimiento de plantas de cacao (bajo condiciones de vivero) se
empled un diseno completamente al azar (DCA) con arreglo factorial
2 x 13. Los factores fueron 2 métodos de inoculacion, 12
aislamientos de Trichoderma enddfito y un control (Sin Trichoderma).
Se empled 15 repeticiones por tratamiento.

e Para determinar el efecto de las plantas de cacao colonizadas con
Trichoderma endofito frente al estrés hidrico (bajo condiciones de
vivero) se empled un disefio completamente al azar (DCA) con
arreglo factorial 2 x 14. Los factores fueron métodos de inoculacion,
y aislamientos de Trichoderma enddfito y dos controles (Sin
Trichoderma). Se empleo 5 repeticiones por tratamiento.

e La unidad experimental para los tres disenos, fue una planta de
cacao inoculada con cada aislamiento de Trichoderma enddfito,
estos datos fueron procesados con el programa estadistico
INFOSTAT (Di Rienzo, et al. 2011) y para comparar las medias se
utilizé la prueba de Duncan con un coeficiente de significancia de

p=0,05.

4.3.9 Parametros evaluados.
4.3.9.1 Porcentaje de colonizacién:
A partir de las secciones (hoja, punta de raiz, raiz primaria
madura, plumula, cotiledon, tallo, corteza y xilema) de tejido de
la planta, que fueron sembradas en medio CMDA, se registro el

crecimiento de Trichoderma sobre cada seccién, se colocd un
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4.3.9.2

4.3.9.3

4394

4.3.9.5

signo positivo (+) a los segmentos donde crecié Trichoderma y
signo negativo (-) en el segmento donde no crecié Trichoderma

enddfito. (Bailey, et al.2008).

indice de colonizacién

Se determind el indice de colonizaciéon (IC) de cada plantula
para evaluar las habilidades endofiticas de cada aislamiento en
todos los tejidos. A cada seccidon de la planta colonizada con
Trichoderma se asignd un valor de 1 (+) y a la seccion que no
fue colonizado con Trichoderma se asigné valor de 0 (-). El

maximo valor del IC es de 8 (Bailey, et al. 2008).

Altura de planta

Se registro la altura de hipocotilo desde la base del tallo hasta
los cotiledones y la altura del epicotilo desde los cotiledones
hasta el apice de la planta, esto con ayuda de una regla metalica

milimetrada de 30 cm.

Diametro de tallo
Se midio el diametro de tallo con ayuda de un vernier digital a

una altura de 2 centimetros de la base del tallo.

Numero de hojas
Se registrd cuantitativamente la cantidad de hojas que hubo en

las plantas colonizadas con Trichoderma spp.
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4.3.9.6

4.3.9.7

4.3.9.8

4.3.9.9

Grado de marchitez:

Se evalud6 durante la ausencia de riego (estrés hidrico) cada 24
horas durante 10 dias. Se empled una escala de evaluacion de 5
grados de marchitez propuesta por Tyree et al., 2003. (Anexo

28).

Peso fresco y seco de la biomasa:

Con la ayuda de una balanza analitica se determin6 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 la tasa absoluta de crecimiento.

Porcentaje de agua:

El porcentaje de agua se obtuvo con los datos obtenidos del
peso fresco (Pf) y seco (Ps) de la biomasa, mediante la formula
propuesta por Azcon y Talon, 2000.

Pf — Ps
Pf

%A = x100

Tasa absoluta de crecimiento

Con los datos registrados de peso seco a los 0, 6 y 9 dias
después del sometimiento al estrés (DDSE), se calculé mediante

la féormula propuesta por Gonzalez et al, 1986.
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(PsZ—Psl) n (Ps3—P52)
D2-D1 D3—-D?2

2

TAC =

Dénde:
TAC: Tasa absoluta de crecimiento expresada en g.dia™
Psl: Peso seco del primer dia de evaluacion, 0 DDSE
Ps2: Peso seco del segundo dia de evaluacién, 6 DDSE
Ps3: Peso seco del tercer dia de evaluacion, 9 DDSE
D1: Primer dia de evaluaciéon, 0 DDSE
D2: Segundo dia de evaluacion, 6 DDSE
D3: Tercer dia de evaluacion, 9 DDSE
4.3.9.10 Longitud de raiz
Después de haber sacrificado las plantas (5plantas/tratamiento),
se tom¢ fotos digitales de las raices, para determinar la longitud
de raiz estas imagenes fueron procesadas con el programa de

analisis de imagenes ASSESS — Image Analysis Software for

Plant Disease Quantification (Lamari, 2002).
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5.1 Resultados.

V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.1 Colonizacién endéfita de Trichoderma en plantulas de cacao

5.1.1.1 indice y porcentaje de colonizacion.

En los anexos 2 y 3 se muestra el analisis de varianza del
porcentaje e indice de colonizacion, se encontraron diferencias
significativas para el método de inoculacion, los aislamientos e
interaccion métodos x aislamientos (p<0,05).

El cuadro N° 2, muestra el efecto de los métodos de inoculacion
en la colonizacion de Trichoderma endéfito (TE) en plantas de
cacao de 16 dias de edad, indica que el método de inoculacion
en semillas, fue el que obtuvo mayor colonizacion endofitica de
los aislamientos de TE con 63,54%; sin embargo, en el método
de infestacion de suelo fue el que obtuvo menor colonizacion
con 57,12%. El cuadro 3 muestra el promedio del porcentaje (%)
e indice de colonizacién de aislamientos Trichoderma enddfito
en plantas de cacao de 15 dias de edad mediante dos métodos
de inoculacion, se encontré que plantas colonizadas con TE-39 y
TE-50 presentaron los valores mas altos de porcentaje con
80,21%, 78,13% respectivamente, el indice de colonizacién de
6,42 y 6,25 respectivamente a comparacién de TE-3, TE-126,
TE-17 y TE-74 que obtuvieron los valores mas bajos de
porcentaje e indice de colonizacién con valores entre 45,83% a

54,17% y 3,67 a 4,13 respectivamente.
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Cuadro 2: Efecto de los métodos de inoculacién, en el porcentaje

(%) de colonizacion de Trichoderma endoéfito en plantas

de cacao.
METODOS DE Porcentaje de
INOCULACION colonizacion
SEMILLA 63,54* | a
SUELO 57,121 b

* Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con iguales letras en columna no son significativos segun
Duncan (p=<0,05).

Cuadro 3: Porcentaje (%) e indice de colonizacién de aislamientos

de Trichoderma enddfito en plantas de cacao mediante

dos métodos de inoculacion.

Tratamiento | Foreentaje de | i . o de Colonizacion
colonizacién

T-E 3 54 17* 4,33*|c
T-E 17 50,00* 4,00 | c
T-E 20 58,33* 4,67* | bc
T-E 22 61,46* 4,92* | bc
T-E 39 80,21* 6,42* | a
T-E 50 78,13* 6,25% | a
T-E 54 70,83* 5,67* | ab
T-E 72 60,42* 4,83* | bc
T-E 74 45,83 3,67*|c
T-E 81 56,25* 4,50* | bc
T-E 105 55,21* 4,42* | bc
T-E 126 53,13* 4,25%|c
Control 00,00* 0,00*|d

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con iguales letras en columna no son significativos segun
Duncan (p=<0,05).
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Asi mismo, en la figura 10 y anexo 4, se observa que los
mayores porcentajes de colonizacién se encuentra en el Método
1; donde, las plantas inoculadas con TE-39 (83,33%), fueron los
que obtuvieron los valores mas altos de porcentaje e indice de
colonizacion, seguido de TE-54, TE-50 y TE-22 que obtuvieron
valores mayores del 79 % de colonizacion. Asi mismo, TE- 20,
TE-72, TE-81 y TE-105 fueron los que proporcionaron un
porcentaje de colonizacion entre 50 a 78%. Sin embargo, los
valores mas bajos de colonizacion se obtuvieron con TE-74, TE-
126, TE-3 y TE-17 con valores menores del 50 %. Mientras
que, en el método 2, los valores mas altos de porcentaje e indice
de colonizacion se obtuvieron con TE-39 y TE-50 con 77,08 %
de colonizacion y 6,17 de IC, seguido de TE-126, TE-3, TE-54,
TE-17, TE-105 y TE-81, con valores de porcentaje de
colonizacion entre 50 a % a comparacion del aislamiento TE-20
que presenté un el valor mas bajo de porcentaje e indice de
colonizacion con 39,58% e IC de 3,17, en plantas de 16 dias de

edad.
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5.1.2 Influencia de Trichoderma sobre el crecimiento de plantas de
cacao.
5.1.2.1 Tasa de crecimiento de la planta
El anexo 5 muestra el analisis de varianza de la tasa de
crecimiento de las plantas de cacao colonizadas con
Trichoderma, indica que, para el método resultd ser significativo
para las variables altura de planta, hipocotilo y diametro de tallo,
y para la variable epicotilo resultd ser no significativo; sin
embargo, para los aislamientos resultaron ser significativo para
todas las variables mencionadas. Asi mismo en las interacciones
(métodos x aislamientos) para el diametro de tallo resultd ser
significativo, a comparacion de las demas variables que

resultaron ser no significativos (p< 0,05).

En el cuadro 4 muestra el efecto de los métodos de inoculacién
de Trichoderma enddfito (TE) en la tasa de crecimiento de
plantas de cacao de 32 dias, indica que existen diferencias
significativas entre métodos para las variables altura de planta,
hipocotilo y diametro de tallo, a comparacién de la variable
epicotilo donde no hubo diferencias significativas. Asi mismo,
indica que el método de inoculacion en semillas, fue el que
obtuvo mayor tasa de crecimiento para todas las variables;
mientras que, en el método de inoculacion en suelo resultd con
menor tasa de crecimiento (figura 11, figura 12, figura 13 y

anexo 6), (Duncan p<0,05).
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Cuadro 4: Efecto de los métodos de inoculacion de Trichoderma
endofito en la tasa de crecimiento de plantas de cacao

de 32 dias de edad.

METODOS DE Altura de Hipocotilo Epicotilo Diametro de
INOCULACION | planta (cm/dia) (cm/dia) (cm/dia) | Tallo (mm/dia)
SEMILLA 0,75* | a 0,28* | a 0,47* | a 0,10* | a
SUELO 0,65*|b 0,17*|b 0,47* | a 0,07*|b

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con iguales letras en columna no son significativos segun Duncan (p< 0,05).
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Segun la prueba de Duncan al 5%, existen diferencias
significativas entre los tratamientos para todas las variables
(cuadro 5). Al comparar la tasa de crecimiento para la variable
altura de planta se puede destacar que el tratamiento que tuvo el
valor mas alto en tasa fue el TE-17, seguido de TE-3, TE-20, TE-
39, TE-72 y TE-126 que obtuvieron tasas de crecimiento con
valores entre 0,90 - 0,68, y no muestran diferencias
significativas entre ellos; mientras TE-22, TE-50, TE-54, TE-74,
TE-81 y TE-105 fueron los que tuvieron los menores valores de
tasa de crecimiento comprendidos entre 0,53- 0,67 y no
muestran diferencias significativas con el control (0,55 cm/dia).
Sin embargo, para la variable hipocotilo, TE-72 presenté el valor
mas alto en tasa de crecimiento con 0,28 cm/dia, seguido de TE-
54 y TE-17 con valores de 0,27 y 0,26 cm/dia respectivamente,
ademas TE-3, TE-74, TE-81 y TE-126 obtuvieron valores
comprendidos entre 0,23 — 0,24 cm/dia y no muestran
diferencias significativas entre ellos; asi mismo, TE-20 y TE-105
obtuvieron valores igual a 0,22 cm/dia; mientras que, TE-22, TE-
39 y TE-50 obtuvieron valores menores comprendidos entre 0,18
a 0,20 cm/dia y no muestran diferencias significativas con el
control (0,18 cm/dia). Asi mismo, para la variable epicotilo la
mayor tasa de crecimiento se dio en TE-17 con 0,87 cm/dia,
seqguido del TE-20 y TE-39 con 0,68 y 0,52 cm/dia
respectivamente y existen diferencias significativas entre ellos;

asi mismo, TE-3, TE-22, TE-50, TE-72, TE-74 y TE-126
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Cuadro

generaron los menores valores de tasa de crecimiento con
valores comprendidos entre 0,43 a 0,46 cm/dia superando al
control (0,37cm/dia); mientras que TE-54(0,37 cm/dia), TE-81
(0,37 cm/dia ) y TE-105 (0,32 cm/dia) generaron las tasas de
crecimiento mas bajos. Ademas, en la tasa de crecimiento de
diametro de tallo, el mayor valor se mostré en TE-39 y TE-126
con valores igual a 0,11 cm/dia, seguido de TE-22, TE-20 y TE-
50, TE-54, TE-72, TE-81 y TE-105 que generaron valores
comprendidos entre 0,08 a 0,09 cm/dia y muestran diferencias
significativas; mientras que, TE-3, TE-17, TE-74 y control

obtuvieron los valores mas bajos con 0,06 cm/dia.

5: Tasa de crecimiento de plantas de cacao de 32 dias de
edad colonizadas con Trichoderma endoéfitos mediante

dos métodos de inoculacion.

Tratamiento Altura de Planta | Hipocotilo Epicotilo Diametro de
(cm/dia) (cm/dia) (cm/dia) | Tallo (mm/dia)
TE-3 0,68 | bc 0,24* |abc | 0,45*|c 0,06 | cd
TE-17 1,14* | a 0,26* |ab | 0,87*|a 0,06* | cd
TE-20 0,90* | bc 0,22* |bc | 0,68*|ab 0,09* | abcd
TE-22 0,65" |c 0,20* | c 0,46* | c 0,09* | abc
TE-39 0,72* | bc 0,20* | c 0,52* | bc 0,11*|a
TE-50 0,62* | c 0,19* |c 043" |c 0,09* | abcd
TE-54 0,65" |c 0,27* |ab | 0,37*|c 0,08 | bcd
TE-72 0,72* | bc 0,28" | a 0,44 |c 0,08 | bcd
TE-74 0,67*|c 0,23* |abc | 0,43*|c 0,06* | cd
TE-81 0,60* | c 0,23* |abc | 0,37*|c 0,08* | bcd
TE-105 0,53* |c 0,22* |bc | 0,32*|c 0,08 | bcd
TE-126 0,68 | bc 0,23* |abc | 0,45*|c 0,11* |ab
Control 0,55" | c 0,18" |c 0,37* |c 0,06* | d

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.

Promedio

s con iguales letras en columna no son significativos segun Duncan (p< 0,05).
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5.1.2.2 Altura de planta.

El anexo 7 muestra el andlisis de varianza del crecimiento de las
plantas de cacao colonizadas con Trichoderma, indica que para
el método resulto ser altamente significativa para las variables
altura de planta, hipocotilo y epicotilo; Sin embargo, para los
aislamientos resultaron ser altamente significativo para todas las
variables. En tanto para la interaccion (métodos x aislamientos)
para la altura de la planta y epicotilo resultaron ser significativos,
a comparacioén del hipocotilo que resulté ser no significativo (p<
0,05).

En el cuadro 6 muestra el efecto de los métodos de inoculacion
de Trichoderma enddfito (TE) en la altura de planta de cacao de
32 dias de edad, indica que existen diferencias significativas
entre métodos para todas las variables. Asi mismo, indica que el
método de infestacion en suelo, fue el que obtuvo mayor
crecimiento para todas las variables; mientras que el método de
inoculacion en semillas, resulté con menor crecimiento (Figura

14, figura 15 y anexo 8), (Duncan p<0,05).

Cuadro 6: Efecto de los métodos de inoculacion de Trichoderma

endofito en la altura de planta de cacao de 32 dias de

edad.
METODOS DE | Altura de Planta | Hipocotilo Epicotilo
INOCULACION (cm) (cm) (cm)
SEMILLA 24,45* | b 10,97* |b 13,48 |b
SUELO 26,49* | a 11,95* | a 14,54* | a

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con iguales letras en columna no son significativos segun Duncan (p< 0,05).
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Segun la prueba de Duncan al 5%, existen diferencias
significativas entre los aislamientos para todas las variables
(cuadro 7); indica que, TE-81, TE-74, TE-54, TE-72 y TE-105
proporcionaron mayor crecimiento en todas las variables
superando al control; siendo TE-81 que obtuvo el valor mas alto
en crecimiento para las variables altura de planta, hipocotilo y
epicotilo con 27,69 cm, 12,5 cm y 15,19 cm, respectivamente;
segquido, de TE-74 (27,17 cm, 12,35 cm y 14,82 cm,
respectivamente) y TE-54 (27,05 cm, 12,37 cm, 14,68 cm,
respectivamente); asi mismo, TE-105 (26,75 cm, 11,77 cm, 15
cm, respectivamente), TE-72 (26,53 cm, 11,67 cm, 14,86 cm,
respectivamente), TE-50 (26,19 cm, 11,3 cm, 14,89 cm,
respectivamente) y TE-126 (25,98 cm, 11,82 cm, 14,16 cm,
respectivamente), superando  todos los aislamientos
mencionados al control (25,7 cm, 11,48 cm, 14,23 cm,
respectivamente). Sin embargo, TE-3, TE-17, TE-20, TE-22 y
TE-39, generaron valores menores al control, siendo TE-17
(17,49 cm, 8,26 cm y 9,23cm, respectivamente) el que genero

menor crecimiento en plantas de cacao de 32 dias de edad.
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Cuadro 7: Altura de plantas de cacao de 32 dias de edad,

colonizadas con Trichoderma endoéfitos mediante dos

métodos de inoculacion.

Tratamiento Altura de Planta Hipocotilo Epicotilo (cm)
(cm) (cm)
TE-3 24,46 | d 10,88* | b 13,58 | bc
TE-17 17,49% | e 08,26* | c 09,23*|d
TE-20 25,80* | abcd 12,43 |a 13,37 |c
TE-22 24,96* | cd 10,98* | b 13,98" |abc
TE-39 25,31* | bed 11,20* |ab 14,12* |abc
TE-50 26,19 | abcd 11,30* |ab 14,89* | a
TE-54 27,05* |ab 12,37 |a 14,68* | ab
TE-72 26,53* | abc 11,67* | ab 14,86 | ab
TE-74 2717* |ab 12,35* | a 14,82* |ab
TE-81 27,69* | a 12,50* |a 15,19* |a
TE-105 26,75* | abc 11,77* | ab 15,00% | a
TE-126 25,98* | abcd 11,82* |ab 14,16* |abc
Control 25,70* | abcd 11,48* | ab 14,23* | abc

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.

Promedios con iguales letras en columna no son significativos segun Duncan (p< 0,05).
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5.1.2.3 Diametro de Tallo
En el anexo 9, segun el andlisis de varianza del diametro de tallo
de las plantas de cacao colonizadas con Trichoderma, indica
que para el método resulté ser altamente significativa; asi
mismo, para los aislamientos resultaron ser altamente
significativa. En tanto para la interaccion (métodos x

aislamientos) resultaron ser no significativo (p< 0,05).

En el efecto de los métodos de inoculacién de Trichoderma
endofito (TE) en el diametro de tallo de las plantas de cacao de
32 dias de edad (cuadro 8), indica que existen diferencias
significativas entre métodos para todas las variables; asi mismo,
indica que el método de inoculacién en semilla (3,79 mm), fue el
que proporcion6 mayor didmetro de tallo; mientras que las
plantas inoculadas con el método de infestacion en suelo (3,63
mm), resultaron con menor didmetro (Figura 16 y anexo 10),

(Duncan p=<0,05).

Cuadro 8.
Efecto de los métodos de inoculacion de Trichoderma endoéfito en

el diametro de tallo de plantas de cacao de 32 dias de edad.

METODOS DE Diametro de

INOCULACION tallo (mm)
SEMILLA 3,79% |a
SUELO 3,63*| b

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con iguales letras en columna no son significativos segun Duncan
(p= 0,05).
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Segun la prueba de Duncan al 5%, existen diferencias
significativas entre los aislamientos para todas las variables
(cuadro 9); indica que, TE-72 (3,94 mm) proporcioné mayor
crecimiento de diametro de tallo superando al control, seguido
del TE-81 (3,82 mm); asi mismo, TE-74, TE-54, TE-39, TE-50 y
TE-105 generaron valores comprendidos de 3,71 a 3,76 mm y
sin diferencias significativas entre ellos. Sin embargo, TE-126,
TE-3, TE-22, TE-20 se comportaron igual que el control
proporcionando valores de diametro de tallo comprendidos de
3,63 a 3,68 mm; mientras que, TE-17 (3,49 mm) fue el que
generd el valor mas bajo de diametro de tallo en plantas de

cacao de 32 dias de edad.

Cuadro 9: Diametro de tallo de plantas de cacao de 32 dias de edad,
colonizadas con Trichoderma endoéfitos mediante dos

métodos de inoculacion.

Tratamiento Diametro de tallo (mm)
TE-3 3,65* | c
TE-17 3,49* |d
TE-20 3,63*|c
TE-22 3,65% | c
TE-39 3,75* | bc
TE-50 3,73* | bc
TE-54 3,76 | bc
TE-72 3,94* | a
TE-74 3,76* | bc
TE-81 3,82* |b
TE-105 3,71* | bc
TE-126 3,68* | c
Control 3,63%|c

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con igual letras en columna no son significativos segun Duncan
(p=0,05).
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5.1.2.4 Longitud de raiz
El anexo 11, indica el analisis de varianza de la longitud de
raices de las plantas de cacao colonizadas con Trichoderma,
donde resulté ser significativa para el método; sin embargo, para
los aislamiento resultaron ser altamente significativo y para la
interaccidn (métodos x aislamientos) resultaron ser significativo

(p= 0,05).

El cuadro 10 muestra el efecto de los métodos de inoculaciéon de
Trichoderma enddfito (TE) en la longitud de las raices de las
plantas de cacao de 32 dias de edad, indica que existen
diferencias significativas entre métodos. Las plantas inoculadas
con el método de infestaciéon en suelo (380,69 cm), fueron las
que obtuvieron mayor longitud de raiz; mientras que, mediante el
método de inoculacién en semilla (343,22 cm), resultaron con

menor longitud de raiz (Figura 17 y anexo 12), (Duncan p<0,05).

Cuadro 10.
Efecto de los métodos de inoculaciéon de Trichoderma endoéfito en

la longitud de raiz de plantas de cacao de 32 dias de edad.

METODOS DE Longitud de

INOCULACION raiz (cm)
SUELO 380,69* |a
SEMILLA 343,22*| b

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con igual letras en columna no son significativos segun Duncan (p<
0,05).
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Figura 17. Longitud de raiz en plantulas de cacao colonizadas con Trichoderma endéfitos, mediante dos métodos de

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

68




El cuadro 11, muestra el promedio de longitud de raices de
plantas de cacao de 32 dias de edad, colonizadas con
aislamientos de Trichoderma enddfitos mediante dos métodos
de inoculacién y segun la prueba de Duncan al 5%, existen
diferencias significativas entre los tratamientos, donde indica
que, el aislamiento que generd el valor mas alto de longitud de
raiz fue el TE-22 con 453,23 cm; seguido de, TE-105 y TE-54
con longitudes de raiz promedio de 432,61 y 431,07 centimetros
respectivamente; asi mismo, TE-20, TE-74, TE-50 y TE-3
proporcionaron valores comprendidos de 401,67 a 411,98 cm de
longitud de raiz y con diferencias significativas entre
aislamientos; ademas, TE-39, TE-72 y TE-126 resultaron con
valores comprendidos de 332,89 a 361,61 cm y con diferencias
significativas. Once (11) aislamientos superaron al control
(272,68 cm); mientras que, el aislamiento TE-17 fue el unico que

generdé menor crecimiento radicular con 77,69 cm.
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Cuadro 11: Longitud de raiz de plantas de cacao de 32 dias de edad,
colonizadas con Trichoderma endoéfitos mediante dos

métodos de inoculacion.

Tratamiento Longitud de raiz
(cm)
T-E3 401,67* | abcd
T-E 17 77,69" |f
T-E 20 411,98* | abc
T-E 22 453,23* | a
T-E 39 361,61* | cd
T-E 50 405,10" | abe
T_E 54 431.07" | ab
TE 72 352.75" | od
T-E74 407,35* | abc
T-E 81 364,82* | bcd
T-E 105 432,61" |ab
T-E 126 332,89* | d
Control 272,68 | e

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con igual letras en columna no son significativos segun
Duncan (p<0,05).
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5.1.2.5 Numero de hojas

En el anexo 13 muestra el analisis de varianza del numero de
hojas de las plantas de cacao colonizadas con Trichoderma,
indica que, para el método resultd ser significativo; sin embargo,
para los aislamientos resultaron ser altamente significativa. En
tanto para la interaccién (métodos x aislamientos) resultaron ser

significativo (p< 0,05).

El cuadro 12 muestra el efecto de los métodos de inoculaciéon de
Trichoderma enddfito (TE) en el numero de hojas de las plantas
de cacao de 32 dias de edad; indica que, existen diferencias
significativas entre métodos; asi mismo, las plantas inoculadas
con el método semilla (5,23), fueron los que obtuvieron mayor
numero de hojas; mientras que, con el método de infestacion en
suelo (4,90), resultaron con menor numero de hojas (Figura 18 y

anexo 14), (Duncan p=<0,05).

Cuadro 12: Efecto de los métodos de inoculacion de Trichoderma
endofito en el numero de hojas de plantas de cacao de

32 dias de edad.

METODOS DE , :

INOCULACION Numero de hojas
SEMILLA 5252
SUELO 250" b

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con igual letras en columna no son significativos segun Duncan (p<
0,05).
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Figura 18. Numero de hojas promedio de plantulas de cacao colonizadas con Trichoderma endoéfitos, mediante dos
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Segun la prueba de Duncan al 5%, existen diferencias
significativas entre los tratamientos para todas las variables
(cuadro 13); indica que, el aislamiento que generé6 mayor
numero de hojas fue el TE-81 con 5,9 hojas; seguido de TE-22,
TE-105, TE-72, TE-54, TE-74 y TE-126 con cantidades
comprendidas entre 5,17 a 5,56 hojas y con diferencias
significativas entre aislamientos; asi mismo, TE-3, TE-39 y TE-
50 generaron numero de hojas comprendido entre 4,97 a 5,09
mayores al control (4,95 hojas); mientras que, TE-20 y TE-17
generaron menor cantidad de hojas con valores comprendidos

entre 3,45 a 4,58 y con diferencias significativas.

Cuadro 13: Numero de hojas de plantas de cacao de 32 dias de edad,
colonizadas con Trichoderma endéfitos mediante dos

métodos de inoculacion.

Tratamiento NuUmero de hojas
TE-3 5,09* | bcd
TE-17 3,45* |e
TE-20 4,58 |d
TE-22 5,56* |ab
TE-39 5,02* | bcd
TE-50 4,97* | bcd
TE-54 5,20* | bc
TE-72 5,34* |abc
TE-74 5,18* | bc
TE-81 5,90* |a
TE-105 5,44* |abc
TE-126 5,17* | bc
Control 4,95* | cd

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con igual letras en columna no son significativos segin Duncan
(p< 0,05).
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5.1.2.6 Peso seco

El anexo 15 muestra el analisis de varianza del peso seco aéreo
(PS-A) y peso seco de raiz (PS-R) de plantas de cacao
colonizadas con Trichoderma endodfito, indica que para el
método resultd ser significativa para ambas variables; sin
embargo, para los aislamientos para PS-R resultaron ser
altamente significativo; mientras que, para la variable PS-A
resulté ser no significativo. En tanto para la interaccién (métodos
X aislamientos) para PS-A resultd ser significativo, a

comparacion del PS-R que resulté ser no significativo (p<0,05).

En el cuadro 14, muestra el efecto de los métodos de
inoculacion de Trichoderma enddfito (TE) en el PS-A y PS-R de
plantas de cacao de 32 dias de edad, indica que existen
diferencias significativas entre métodos para ambas variables.
Asi mismo, sefiala que mediante el método de inoculacion en
semilla, se obtuvo mayor peso seco para ambas variables;
mientras que, por el método de infestacion en suelo las plantas
resultaron con menor peso seco (Figura 19 y anexo 16),

(Duncan p<0,05).
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Cuadro 14: Efecto de los métodos de inoculacion de Trichoderma

endofito en el peso seco de plantas de cacao de 32 dias

de edad.
METODO DE PESO SECO
INOCULACION PS-A PS-R
SEMILLA 1,14* | a 0,22* |a
SUELO 1,05*|b 0,20*|b

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.

Promedios con igual letras en columna no son significativos segun Duncan (p<
0,05).

PS-A=Peso seco aéreo

PS-R=Peso seco raiz.
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Figura 19. Peso seco de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma endéfito, mediante dos métodos de inoculacion.

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
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Segun la prueba de Duncan al 5%, existen diferencias
significativas entre los aislamientos para la variable PS-R;
mientras que, para la variable PS-A no existen diferencias
significativas (cuadro 15); en tanto, en el PS-R, indica que,
estadisticamente los aislamientos que tuvieron mayor peso seco
fueron TE-20 y TE-105 con 0,26 y 0,25 g respectivamente,
superando al control; asi mismo, TE-22, TE-74, TE-54, TE-50,
TE-3, TE-81, TE-72, TE-39, TE-126 y el control que obtuvieron
pesos secos comprendidos entre 0,19 a 0,23 gramos y con
diferencias significativas entre aislamientos; mientras que, TE-17

generdé menor peso seco con 0,09 gramos.

Cuadro 15: Peso seco de plantas de cacao de 32 dias de edad,
colonizadas con Trichoderma endofitos mediante dos

métodos de inoculacion.

Tratamiento PESO SECO
PS-A PS-R

TE-3 1,08* | a 0,23* |ab
TE-17 1,15% | a 0,09* |c
TE-20 1,08* | a 0,26* | a
TE-22 1,16* | a 0,23* |ab
TE-39 1,07* | a 0,19* |b
TE-50 1,08* | a 0,23* |ab
TE-54 1,10* | a 0,23* |ab
TE-72 1,10* |a 0,22* | ab
TE-74 1,06* | a 0,23* |ab
TE-81 1,15* | a 0,22* | ab
TE-105 1,09* | a 0,25* | a
TE-126 1,08* | a 0,19 |b
Control 1,11*|a 0,21* |ab

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con igual letras en columna no son significativos segun
Duncan (p= 0,05). PS-A=Peso seco aéreo; PS-R=Peso seco raiz.
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5.1.3 Efecto de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma endéfito
al estrés hidrico.
5.1.3.1 Grado de marchitez de las plantas de cacao colonizadas
con Trichoderma endéfito.
El anexo 21 muestra el analisis de varianza del grado de
marchitez (GM) de las plantas de cacao colonizadas con
Trichoderma mediante dos métodos de inoculacién durante el
estrés hidrico, segun los dias que fueron sometidas al estrés
hidrico (0. 6 y 9 dias). Donde se observa que para el método de
inoculacioén, aislamiento e interaccion de ambos resultaron ser
significativos a los seis y nueve dias después de ser sometidas
al estrés hidrico (6 y 9DDSE); mientras que, para el caso de
ODDSE resultdé ser no significativo para dichos factores (p<

0,05).

El cuadro 16 muestra el efecto de los métodos de inoculacién de
Trichoderma enddfito (TE) en el grado de marchitez de plantas
de cacao a los 0, 6 y 9 DDSE, indica que existen diferencias
significativas entre métodos para los dias 6 y 9 DDSE; mientras
que, para el dia cero no hubo diferencias significativas. Las
plantas inoculadas con el método de inoculacién en semilla
resultaron con menor grado de marchitez; mientras que, con el
método de infestacion en suelo resultaron con mayor grado de

marchitez (Figura 20a y 20b; anexo 22), (Duncan p<0,05).
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Cuadro 16: Efecto de los métodos de inoculaciéon de Trichoderma
endofito en el grado de marchitez de plantas de cacao a

los 0, 6 y 9 dias después de someter al estrés hidrico.

METODO DE

INOCULACION 0 DDSE 6 DDSE 9 DDSE
SEMILLA 0,00* |a 2,28 |a 4,03*|a
SUELO 0,00* |a 2,69 |b 4,30* | b

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con igual letras en columna no son significativos segun Duncan (p< 0,05).
DDSE=Dias después de someter al estrés
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Segun la prueba de Duncan al 5%, existen diferencias
significativas entre los tratamientos a los 6 y 9 DDSE (cuadro
17). A los 6 DDSE, las plantas colonizadas con el aislamiento
TE-17 presentaron menor GM (0.91), seguido de TE-22, TE-50,
TE-20, TE-126, TE-74, TE-3, TE-39, TE-72 y TE-105 que
obtuvieron grados comprendidos entre 2,35 a 2,95 y no existe
diferencias significativas entre ellos; asi mismo, TE-54 obtuvo un
GM igual a 3,05 a comparacién del control s/a que obtuvo un GM
igual a 3,2 superior a todos los aislamientos mencionados;
mientras que, con TE-81 obtuvo el mayor grado de marchitez
(5). Sin embargo, a los 9DDSE las plantas que presentaron
menor GM fue con TE-17 con 2,53; seguido con los aislamientos
TE-22 y TE-3 con un GM igual a 4,1; asi mismo, con TE-72, TE-
50, TE-54, TE-39, TE-126, TE-105, TE-74 y TE-20 se obtuvieron
GM comprendidos entre 4,45 a 4,9 sin diferencias significativas
entre ellos; mientras que, con TE-81 y el control s/a se

obtuvieron los valores mas altos de grado de marchitez igual a 5.
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Cuadro 17: Grado de marchitez de plantas de cacao colonizadas

con Trichoderma endéfito mediante dos métodos de

inoculacién a los 0, 6, y 9 dias después de someter al

estrés hidrico.

. Grado de Marchitez
Tratamiento
0 DDSE 6 DDSE 9 DDSE

TE-3 0*|a 2,70* | cde 4,10* | cd
TE-17 0*|a 0,91*| b 2,53* | b
TE-20 0*|a 2,45* | cd 4,90* | de
TE-22 0*|a 2,35% | c 4,10% | c
TE-39 0*|a 2,74* | cde 4,70* | cde
TE-50 0*|a 2,35* | cd 4,60* | cde
TE-54 0*|a 3,05% | de 4,63* | cde
TE-72 0*|a 2,86 | cde 4,45% | cde
TE-74 0*|a 2,65* | cde 4,80* | cde
TE-81 0*|a 3,95% | f 5,00* | e
TE-105 0*|a 2,95* | cde 4,80* | cde
TE-126 0*|a 2,65* | cde 4,70* | cde
Control s/a 0*|a 3,20% | e 5,00" | e
Control c/a 0*|a 0,00* | a 0,00* | a

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con igual letras en columna no son significativos segun Duncan (p<

0,05).

Control s/a=Control sin agua
Control c/a=Control con agua
DDSE=Dias después de someter al estrés.
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5.1.3.2 Tasa absoluta de crecimiento durante el estrés hidrico

El anexo 17 muestra el analisis de varianza la tasa absoluta de
crecimiento (TAC) durante el estrés hidrico de las plantas de
cacao colonizadas con aislamientos de Trichoderma enddfito;
indica que, para el método resulto ser significativo para las
variables TAC de la biomasa seca radicular (TAC-R), mientras
que, para la TAC de la biomasa seca aérea (TAC-A) resultdé no
significativo; asi mismo, para los aislamientos y la interaccion
(métodos x aislamientos) resultaron ser significativos para

ambas variables de TAC, (p< 0,05).

El cuadro 18 muestra el efecto de los métodos de inoculacién de
Trichoderma enddfito (TE) en la TAC de plantas de cacao en el
0, 6 y 9 dias después de someter al estrés (DDSE), indica que
existen diferencias significativas entre métodos para la TAC-R;
mientras que, para la TAC-A no hay diferencias significativas
entre los métodos. Asi mismo, indica que en la TAC-R el método
de inoculacion en semillas, fue el que obtuvo mayor TAC;
mientras que, el método de inoculacion en suelo resultdé con

menor TAC (Figura 21 y 22; anexo 18), (Duncan p=<0,05).
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Cuadro 18: Efecto de los métodos de inoculacion de Trichoderma endéfito en tasa absoluta de crecimiento de plantas de cacao

durante el estrés hidrico.

METODO DE 0 DDSE 6 DDSE 9 DDSE TASA ABSOLUTA DE CRECIMIENTO

INOCULACION PS-A PS-R PS-A PS-R PS-A PS-R TAC-A TAC-R
SEMILLA 1,14*|a| 0,22*|a| 1,15 |a| 0,30*|a 1,11*|a 0,33* | a -0,0002* | a 0,0134* | a
SUELO 1,05*|b| 0,20*|b| 1,06*|b| 0,28"|b 1,07*|a 0,31* | a -0,0026* | a 0,0093* | b

*Promedio de 2 métodos de inoculacion Promedios con igual letras en columna no son significativos segun Duncan (p< 0,05).
PS-A=Peso seco aéreo

PS-R=Peso seco raiz

DDSE=Dias después de someter al estrés

TAC-A=Tasa absoluta de crecimiento de peso seco aérea

TAC-R= Tasa absoluta de crecimiento de biomasa seca radicular.
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Figura 21. Tasa absoluta de crecimiento de la biomasa seca aérea (TAC-A) de plantas de cacao colonizadas con

Trichoderma endéfito, mediante dos métodos de inoculacién, durante el estrés hidrico (p<0,05).
86



TAC-R

0.4 - am | 1947 am 11957 0.5
03s | TE-3 R o035 | TE-17 i TE-20 TE-22
TE-3 i | TE-20 TE-22
0.3 | | Ci.ml 0.4 0.4
. Ly 0.3 - : I S o.m2 : c2.m1 1 c2m1
] 1 ] TE-17 TE-20 1
0.25 1 c2m2 | o025 i =20 0s : TE20 1143 cm
02 | i poaam2 ([ g, ] i i 1 cL.Mm2 g NS ! o
) ! I ! L I c1.m2 "Aﬁ £z
0.15 - ' ' i 0.15 - ' ! | 0.2 - I T i . 0.2 —— . cLm2
: 1 * 1 1 1 1
1 I 1 | 1
0.1 - ' ' ' 0.1 - i ' | ' ' : ' !
' ' ! ! ! 1 0.1 ! 1 1 0.1 | 1 h
0.05 - ! ' ' 0.05 - ' i ' i i ' i
\ | M 1 \ | | | 1 ! ! :
0 1 i 1 \ 0 I . 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1
0 6 9 0 6 9 0 6 9 0 6 9
0.4 - c2.M1 0.4 04 - 0.4 TE-72
- : . c2.m1 TE-54 c2.m1 .
035 | 1639 1639 ||oss | TESO ' reso | [035 + Tesa ||035 - TE-72 : ::3"21
- TE-54 -
0.3 - : i cim1 || 03 IR A i a i/u 03 ! 1 cam
0.25 | 1 cam2 |lg25 | 1 cam2 | g5 | | i cam2 ||o2s ! I c2m2
c1m2 [ c1m2 c1Lm2
0.2 - ! | 0.2 [ ! | 0.2 - ! ! o CLM2 1o, , i |
1 1 1 1 1
015 - | ! ! 0.15 ! ! ! 0.15 - | ! ! 0.15 i ! !
1 1
01 - : | ! 0.1 ! | ! 01 - : | l 0.1 : ! !
1 1
0.05 - ' i | 0.05 | ! | 0.05 - ' ! i 0.05 ' | |
. I R SR | I ! . ! . . . ! 0 . ! !
0 6 9 0 6 9 0 6 9 0 6 9
0.4 - 0.4 - 0.4 - c2.m1 | lo.s -
c2.m1 c2.m1 . 3
035 | TE-74 ' 035 | VE-81 TE-81 |[o3s | TE-105 | 105 TE-126
! TE-74 1 TE-8l ! 04 - TE-126
0.3 4 i L5 0.3 4 g ! cam1 || 03 - ! caMm1 1M1
IoCl . TE-105
0.25 - | c2.m2 0.25 - \ c2.Mm2 0.25 - h 1 c1.M1
/4 c1m2 02 : 1 CLM2 t I 3“.35 03 1 G2
0.2 - ' ' .2 - ] ' 0.2 - i o CL i C2.
| i ] ' i i i i 0.2 i c1.m2
0.15 - M , ' 0.15 ! H H 0.15 - ! \ H 1 '
! ! | 1 | 1 | | 1
_ i 0.1 - ! 0.1 - ! !
01 l i i ! | i : | | 0.1 i | !
0.05 - ' ! ! 0.05 - ' ! ! 0.05 - i ! ! ! ! :
0 ! . ! ! 0 : ' ! 0 : ! ! 0 ! . ! :
0 6 9 0 6 9 0 6 9 0 6 9

C1.M1=Control sin riego; Método semilla
C2.M1=Control con riego; Método semilla
C1.M2=Control sin riego; Método suelo
C2.M2=Control con riego; Método suelo

Dias después de

someter

estrés

B Método Semilla B Método Suelo

Figura 22. Tasa absoluta de crecimiento de la biomasa seca radicular (TAC-R) de plantas de cacao colonizadas con

aislamientos de Trichoderma endéfito, mediante dos métodos de inoculaciéon, durante el estrés hidrico (p<0,05).
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Segun la prueba de Duncan al 5%, existen diferencias
significativas entre los aislamientos para la ambas variables de
la TAC (cuadro 19); indica que, en la TAC-A se observa que
existen diferencias significativas entre aislamientos, siendo los
aislamientos TE-126 (0,0145g.dia™"), TE-54 (0,0088g.dia™") y TE-
39 (0,0053g.dia™") los que generaron mayor TAC-A, superando
al control s/a (-0,0057g.dia™). En los datos de TAC-R indica que,
los aislamientos TE-17 (0,0183g.dia™"), TE-126 (0,0181g.dia™") y
TE-39 (0,0164g.dia™") generaron mayor TAC durante el estrés
hidrico, seguido de los aislamientos, TE-20 (0,0126g.dia™"), TE-
22 (0,0106g.dia™"), TE-54 (0,0106g.dia™"), TE-81 (0,0104g.dia™"),
TE-50  (0,0087g.dia”), TE-74  (0,0073g.dia”), TE-72
(0,0069g.dia™), superando estadisticamente al control s/a

(0,0058g.dia™).
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Cuadro 19: Tasa absoluta de crecimiento de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma endofito mediante dos métodos de

inoculacion, durante el estrés hidrico.

. 0 DDSE 6 DDSE 9 DDSE TASA ABSOLUTA DE CRECIMIENTO
Tratamiento —55- PSR PS-A PSR PS-A PSR TAC-A TAC-R
TE-3 1,08"]a | 0,23"|ab | 1,15" |a | 0,33"|a 1,08"]a | 0.31]abc 20,0061*|ab | 0.0042*]b
TEA7 1,15 |a | 0,09%|c | 1,02*|a | 0,15" |c 111" |a | 0.26]c 20,0152 | b 0.0183" [ab
TE-20 1,08"|a | 0,26*|a | 1,12 |a | 0,30" |ab | 1,09" |a | 0.36]a 0,0013*|ab | 0.0126%|ab
TE-22 1,16"|a | 0,23*|ab | 1,07* |a | 0,27" |ab 11%|a | 0.32|abc 0,0017*|ab | 0.0106"|ab
TE-39 1,07"|a | 0,19*|b | 1,20"|a | 031" |ab | 1,16" |a | 0.35|a 0,0053* [ab | 0.0164" |ab
TE-50 1,08"|a | 0,23*|ab | 1,16" |a | 0,31 |ab 11%|a | 0.32|abc -0,0029*|ab | 0.0087*|ab
TE-54 1,10"|a | 0,23*|ab | 1,07* |a | 031" |ab | 1.13" |a | 0.34]ab 0,0088* [ab | 0.0106" |ab
TE-72 1,10"|a | 0,22*|ab | 1,04* |a | 0,33" |a 1,07"|a| 035|a 20,0177 | b 0.0069" | b
TE-74 1,06"|a | 0,23*|ab | 1,15" |a | 0,29" |ab | 1,09"|a | 0.30]abc 0,0021*|ab | 0.0073*|ab
TE-81 1,15*|a | 0,22*|ab | 1,15" |a | 0,33" |a 1,06"|a | 0.34|ab -0,0155" | b 0.0104* |ab
TE-105 1,09"|a | 025" |a | 1,09 |a | 0,31" |ab | 0,98"|a | 0.32]abc 20,0181 | b 0.0059" | b
TE-126 1,08"|a | 0,19*|b | 1,09"|a | 0,30"|ab | 1,12" |a | 0.34|a 0,0145" [ab | 0.0181" |ab
Control s/a 111" |a | 021" |ab | 1,12"|a | 0,25" |b 1,04"|a | 0.27]|bc -0,0057* |ab | 0.0058"|b
Control c/a 1,11*|a | 0,21*|ab | 1,09*|a | 0,27*|ab 0,98* | a 0.32 |abc 0,0379* | a 0.023* | a

*Promedio de 2 métodos de inoculacion. Promedios con igual letras en columna no son significativos segun Duncan (p< 0,05).
PS-A=Peso seco aéreo
PS-R=Peso seco raiz

DDSE=Dias después de someter al estrés

TAC-A=Tasa absoluta de crecimiento de peso seco aéreo

TAC-R= Tasa absoluta de crecimiento de biomasa seca radicular.
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5.1.3.3 Porcentaje de agua en la planta durante el estrés hidrico.

El anexo 19 muestra el andlisis de varianza del porcentaje de
agua en la parte aérea (%A-A) y raiz (%A-R) de las plantas de
cacao colonizadas con Trichoderma durante el estrés hidrico;
indica que, en el caso del %A-A, en el dia 0 y a los 9DDSE
observamos que el método resulté ser altamente significativa;
mientras que, a los 6DDSE resulté ser no significativo; en los
aislamientos, todos los dias mencionados resultaron ser
altamente significativos; en tanto, para la interaccion (método x
aislamiento) a los ODDSE y en promedio (6 y 9 DDSE) resultaron
ser altamente significativos. En el caso del %A-R, el método
resultd ser altamente significativa para todos los dias; en los
aislamientos todos los dias indicados y el promedio resultaron
altamente significativas; en tanto, en la interaccion (método x

aislamiento) para los tres dias resulté ser significativas, (p<0,05).

El cuadro 20 muestra el efecto de los métodos de inoculacién de
Trichoderma enddfito (TE) en el porcentaje de agua (%A) de las
plantas de cacao a los 0, 6 y 9 DDSE, indica que existen
diferencias significativas entre métodos para los ODDSE para
ambas variables; mientras que, para el promedio (6 y 9 DDSE)
existe diferencias significativas en el caso de la variable %A-R,
mientras que, la variable %A-A no hay diferencias significativas

entre los métodos. Asi mismo, indica que en promedio el método
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de infestacion en suelo, fue el que obtuvo mayor porcentaje de
agua en ambas variables; mientras que, en el método de
inoculacion en semillas resulté con menor porcentaje de agua

(Figura 23 y 24; anexo 20), (Duncan p=<0,05).
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Cuadro 20: Efecto de los métodos de inoculacion de Trichoderma endéfito en el porcentaje de agua de plantas de cacaoalos 0,6y 9

dias después de someter al estrés hidrico.

8 % AGUA PLANTA
IFI:AOEJSI?:C?OEN ODDSE 6DDSE 9DDSE Promedio (6 y 9 DDSE)
%A-A %A-R %A-A %A-R %A-A %A-R %A-A %A-R
SEMILLA 70,99* |b|70,58* | b|56,37* |a|59,62* |a|33,64* | b|38,88" | b|45,00" |a| 49,25"|b
SUELO 75,29 |a|71,95* |a|57,65" |a|45,88" | b|37,03"|a|57,63" |a|47,46" |a| 51,72"|a

*Promedio de 2 métodos de inoculacién. Promedios con igual letras en columna no son significativos segun Duncan (p< 0,05).
%A-A=Porcentaje de agua parte aérea.

%A-R=Porcentaje de agua de raiz.

DDSE=Dias después de someter al estrés.
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23. Porcentaje de agua en la parte aérea de plantas de cacao

Figura

colonizadas con Trichoderma endéfito, mediante dos métodos de inoculacion,

en estado de estrés hidrico. Letras distintas indican diferencias significativas

(p<0,05).
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Figura 24. Porcentaje de agua radicular de plantas de cacao colonizadas con

Trichoderma endofito, mediante dos métodos de inoculacién, en estado de

tivas (p<0,05).
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Segun la prueba de Duncan (5%), existen diferencias
significativas entre los tratamientos para ambas variables
(cuadro 21); indica que, con respecto al %A-A a los 0 DDSE TE-
126 (75,31%) y TE-54 (74,94%) generaron mayor %A,
superando al control s/a (74,85); seguido de TE-105, TE-81, TE-
74, TE-72, TE-22, TE-39, TE-20, TE-3 y TE-50, generaron %A
comprendidos entre 71,34 a 74,67%; mientras que, las plantas
colonizadas con TE-17 (66,76%) resultaron con el mas bajo %A,
asi mismo, en promedio (6 y 9 DDSE) resulté que TE-17
(63,57%), TE-3 (562,21) y TE-20 (46,3%) generaron mayores %A,
existiendo diferencias significativas entre ellos y superando al
control s/a (45,97%); seguido de, TE-22, TE-50, TE-74, TE-54,
TE-126 y TE-72, obtuvieron %A comprendidos entre 42,37 a
45,93%; mientras que, TE-54, TE-105 y TE-81 generaron los
valores mas bajos de %A-A. En tanto, con respecto al %A-R a
los 0 DDSE TE-17, TE-22, TE-126, TE-74, TE-39, TE-20, TE-54,
TE-81, TE-72 y TE-105 generaron mayores %A-A comprendidos
entre 70,27 a 75,88% con diferencias significativas entre los
tratamientos, superando al control s/a (70,09%); mientras que,
TE-50 (68,91%) y TE-3 (65,5%) generaron menor %A; asi
mismo, en promedio (6 y 9 DDSE) resultd que las plantas
inoculadas con TE-17 (59,99%) obtuvieron un %A mas alto,
superando al control s/a (56,67%) seguido de TE-3, TE-74, TE-

72, TE-20, TE-105, TE-22, TE-81 y TE-126 generaron con %A
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comprendidos entre 44,23 a 56,5%; mientras TE-50 y TE-54

generd los mas bajos %A-R.
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Cuadro 21: Porcentaje de agua de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma endéfito mediante dos métodos de inoculacién a

los 0, 6 y 9 dias después de someter al estrés hidrico.

% AGUA PLANTA

Tratamiento O0DDSE 6DDSE 9DDSE Promedio (6 y 9 DDSE)

%A-A %A-R %A-A %A-R %A-A %A-R %A-A %A-R
TE-3 71,39*|c |65,50*|d |51,58" |def |47,49*|cd|[52,84*|b |6551*|a |52,21*|c 56,50* | b
TE-17 66,76 |d |75,88"|a |68,66*|ab 66,73*|a |58,98*|b [52,13*|b |63,57*|b 59,99* | b
TE-20 72,82* | bc|71,65" | bc |63,93" |abc |52,01*|c [28,67*|cd|42,43" |de [46,30" |cd |47,22" |cde
TE-22 72,89* |bc | 73,56 |ab | 57,88* | bcde | 50,76" |cd | 33,99 |[c |42,01* |de |45,93*|cd |46,38" |efg
TE-39 72,86* |bc | 72,02* |bc | 54,81 |[cde 51,40 |c |31,26" |cd|37,05" |ef |43,04*|de [44,23" |efg
TE-50 71,34*|c [68,91*|c |59,56* |bcd |48,30* |cd|28,22* |cd|35,70* |[f [43,89*|de |42,00*|fg
TE-54 74,94* |a |71,38" |bc |48,28* |def |43,18*|d |25,52* |cd|40,39* |def|36,90* |efg |41,79" | g
TE-72 74,16* | ab | 70,55* | bc | 50,10* |def |50,48%|cd|32,53*|c [53,56* |b [42,37*|def |51,20*|cd
TE-74 74,34 |ab | 72,65" |b [60,01* |bcd |52,22*|c |27,27*|cd|51,26" |bc [43,64" |de |51,74"|c
TE-81 74,48* |ab |71,10* |bc [41,81* | f 48,31* |cd | 21,00* |d [44,15* |d |31,40*|g 46,23* | efg
TE-105 74,67*|ab | 70,27 | bc | 46,48 | ef 48,30" | cd | 24,67* | cd | 45,23" | cd | 35,57 |fg 46,77* | def
TE-126 75,31*|a [72,99" |b |56,30* |cde |48,23*|cd|29,56" |cd|42,31*|de |42,93*|de [45,27*|efg
Control s/a 74,85* | ab | 70,04* | bc | 64,96 |abc |59,99* |b [26,97*|cd|53,34" |b [45,97"|cd |56,67"|b
Control c/a 74,85* | ab | 70,04 |bc | 73,80* | a 71,11*|a |73,21*|a |70,52*|a |73,51*|a 70,82* | a

*Promedio de 2 métodos de inoculacién. Promedios con igual letras en columna no son significativos segun Duncan (p< 0,05).
%A-A=Porcentaje de agua parte aérea.
%A-R=Porcentaje de agua de raiz.

DDSE=Dias después de someter al estrés.
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5.1.3.4 Longitud de raiz de la planta durante el estrés hidrico.

El anexo 23 muestra el anadlisis de varianza de la longitud de
raices de las plantas de cacao colonizadas con Trichoderma
durante el estrés hidrico, indica las longitudes de raices de las
plantas expresados en dias después del sometimiento del estrés
(DDSE); muestra que, el método en el caso del 0, 9DDSE y del
promedio resulté significativa; mientras que, para el caso de
6DDSE resulté ser no significativa; sin embargo, en los
aislamientos resultaron ser significativa para los tres dias y el
promedio de los mismos. En tanto para la interaccion (método x
aislamiento) para el 0 y 6DDSE resultdé ser significativa, a
comparacion del 9DDSE que resulté ser no significativa,

(p=<0,05).

En el cuadro 22 nos muestra el efecto de los métodos de
inoculacion de Trichoderma enddfito (TE) en la longitud de
raices de plantas de cacao de 0, 6 y 9 dias después de someter
al estrés, indica que existen diferencias significativas entre
métodos para el 0, 9DDSE y el promedio; mientras que, para el
6DDSE no hubo diferencias significativas; indica que en
promedio, el método de inoculacion en semilla fue el que obtuvo
mayor longitud de raices (488,7 cm); mientras que, el método de
infestacion en suelo resultd con menor longitud de raices

(403,08 cm) (Figura 25 y anexo 24), (Duncan p<0,05).
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Cuadro 22: Efecto de los métodos de inoculacion de Trichoderma
enddfito en la longitud de raiz de plantas de cacao de 0,

6 y 9 dias después de someter al estrés hidrico.

METODO DE Longitud de raiz (cm)

INOCULACION |  opDSE 6DDSE 9DDSE | Promedio
SEMILLA 343,22* | b |497,06* |a| 607,51* |a| 488,70* |a
SUELO 380,69* |a|485,71* |a| 344,32* |b| 403,08* |b

*Promedio de 2 métodos de inoculacién.
Promedios con igual letras en columna no son significativos segun Duncan (p< 0,05).
DDSE=Dias después de someter al estrés.
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Segun la prueba de Duncan al 5%, existen diferencias
significativas entre los tratamientos para ambas variables
(cuadro 23); indica que, en los tres dias y en promedio presentan
diferencias significativas entre tratamientos; Ademas, se observa
en promedio que TE-54 (510,92 cm), TE-3 (499,56 cm) y TE-105
(480,23 cm) generaron mayor longitud de raiz; seguido de TE-
74, TE-22, TE-72, TE-39, TE-50 y TE-20 que generaron valores
comprendidos entre 455,07 a 476,86 cm, superando al control
s/a (454,36¢cm); asi mismo, TE-126 (444,31cm) superd al control
c/a (415,62cm); mientras que, TE-17 generé menor longitud de
raiz con 168,2 cm, en plantas de cacao colonizadas con

Trichoderma endoéfito durante el sometimiento de estrés hidrico.
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Cuadro 23: Longitud de raiz (cm) de plantas de cacao colonizadas
con Trichoderma endoéfito mediante dos métodos de
inoculacién a los 0, 6, y 9 dias después de someter al

estrés hidrico.

Tratamiento Longitud de raiz (cm)

ODDSE 6DDSE 9DDSE Promedio
TE-3 401,67* |abcd | 591,93* |a 505,10* |ab | 499,56* | ab
TE-17 77,69 | f 153,03* | d 273,89 |d 168,20 | e
TE-20 411,98* |abc 444,15 |c 509,09* |ab | 455,07* | bcd
TE-22 453,23* |a 501,34* |abc | 467,11*|abc | 473,89* | abc
TE-39 361,61 |cd  [497,79" |abc | 537,84* |a 465,75 | abc
TE-50 405,1* |abc |482,01* | bc 492,49 |abc | 459,86™ |abc
TE-54 431,07*|ab 569,47 |ab 532,22 | ab 510,92* | a
TE-72 352,75 |cd  |537,78" |abc | 508,22* |ab | 466,25" |abc
TE-74 407,35* |abc |485,46™ | bc 516,92* |ab | 476,86* | abc
TE-81 364,82* |bcd |526,23" |abc | 523,70* |ab | 471,59 |abc
TE-105 432,61*|ab | 571,98 |ab 436,10* |[bc | 480,23 |abc
TE-126 332,89* | d 519,00* |abc | 465,56 |abc | 444,31* | cd
Control s/a 272,68 | e 498,62* [abc | 421,03*|c 454,36* | bcd
Control c/a 272,68* | e 500,61* |abc | 473,57* |abc | 415,62 |d

*Promedio de 2 métodos de inoculacion.
Promedios con igual letras en columna no son significativos segun Duncan (p< 0,05).
DDSE=Dias después de someter al estrés.
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5.2 Discusion.

5.2.1 Colonizacién endéfita de Trichoderma en plantulas de cacao.

De acuerdo a los resultados obtenidos la mayor colonizacién se dio por
el método de inoculacion en semilla, lo cual concuerda con los
resultados obtenidos por Bailey et al. (2008). Los dos métodos de
inoculacion en promedio (Todos los aislamientos de Trichoderma)
colonizaron a la planta (raices, tallo, xilema, corteza y hojas) con mas del
50% de colonizacion, lo cual concuerda con lo reportado por Bailey et al
(2008), quienes indican que el hongo endofitico Trichoderma spp,
coloniza a la planta de cacao de forma asintomatica, Trichoderma no
solo colonizan los tejidos en el area de inoculacion también colonizan los
tejidos distantes incluso las puntas de la raiz, las plumulas y las hojas.
Ademas, Trichoderma tiene una gran facilidad de colonizar a las plantas
(Hannan, 2001), y para alcanzar al xilema, los aislamientos de
Trichoderma tienen que penetrar la corteza inmadura, un tejido
relativamente espeso (Harman et al., 2004). Asi mismo, el movimiento
de las especies de Trichoderma en la rizosfera, es por medio de sus
hifas en continuo crecimiento que exploran y penetran la corteza de las
raices, colonizando los tejidos de las plantas, favoreciendo un nicho
nutricional para Trichoderma y una simbiosis con la planta (Yedidia et
al.,, 1999; Vinale et al., 2008). El aislamiento TE-39 obtuvo mayor
porcentaje e indice de colonizacion con 80,21% y 6,42 respectivamente.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Bailey et al. (2008),

donde observaron que un aislamiento de Trichoderma hamatum colonizé
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5.2.2

en mayor porcentaje en cinco métodos de inoculacion. Las plantulas de
cacao pueden ser pre-colonizadas con Trichoderma antes del
transplante y probablemente estos métodos de inoculacién podrian ser
adaptados a otros métodos de propagacion de cacao (Wood and Lass,

2001; Maximova et al., 2002).

Influencia de Trichoderma sobre el crecimiento de plantas de

cacao.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion
demostraron un aumento significativo en el crecimiento en las plantas de
cacao colonizadas con Trichoderma endofitos, probablemente se deba a
la habilidad de este hongo de aumentar la proporcion de crecimiento y
desarrollo de la planta, sobre todo, en la produccion de raices mas
robustas; ademas, todos los mecanismos de accion de Trichoderma se
basan en el principal papel como promotor de crecimiento vegetal, el
cual se manifiesta desde las primeras fases de la plantula, y le confiere
mayores ventajas a la hora del trasplante (Chang et al., 1986; Yedidia et
al., 1999; Vinale et al., 2008; Casimiro et al., 2001; Valencia et al., 2005;
Altomare et al., 1999). Los aislamientos que generaron mayor tasa de
crecimiento (Planta, Hipocotilo, Epicotilo y diametro de tallo), diametro de
tallo (mm), nimero de hojas y peso seco (g.) fueron mediante el método
de inoculaciéon en semilla (M1); mientras que, en altura de planta y
longitud de raiz fue en el método de infestacion en suelo (M2).

Probablemente se debe a la mayor colonizacion endofitica que se
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obtuvo en el M1 (Bailey et al. 2008); sin embargo en el M2, Trichoderma
se encuentra en la rizésfera, los cual confiere mayor longitud de raiz y
proporciona mayor altura de la planta (Yedidia et al., 1999; Vinale et al.,
2008). Los aislamientos TE-17, TE-72, TE-39 y TE-126 generaron mayor
tasa de crecimiento a comparacion del control. Sin embargo, TE-81
generé mayor altura de planta, numero de hojas y peso seco de raiz
(PS-R) y parte aérea (PS-A) de las plantas, TE-72 generd mayor
diametro de tallo y TE-22 mayor longitud de raiz y peso seco (PS-R y
PS-A). Asi mismo, los resultados mencionados anteriormente
concuerdan con reportes que han sefalado importantes incrementos en
el crecimiento de plantulas inoculadas con Trichoderma spp, como: el
aumento de la biomasa de plantas de frijol (Dandurand y Knudsen,
1993), plantulas de manzana mas largas y vigorosas (Windham et al.,
1986), incremento en la biomasa de plantas de tomate (Zambrano,
1989), mayor crecimiento del sistema radicular de plantas de maiz
(Bérkman et al., 1998). La estimulacién del crecimiento seria un proceso
comun en Trichoderma, ya que se ha reportado dicho efecto en varias
especies, entre ellas: T. harzianum (Chang et al., 1986), T. virens
(Ousley et al., 1994). Este aumento en la biomasa se debe posiblemente
a la sumatoria de varias caracteristicas reportadas previamente para
diferentes aislamientos de esta especie en suelos calidos tropicales,
entre las cuales se puede mencionar su capacidad de producir acido
indolacético, sustancia que favorece el alargamiento de las raices
(Valencia et al., 2005); asi mismo, el mecanismo de induccion de

crecimiento de Trichoderma endofito puede ser a causa de la produccion
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de sustancias reguladores del crecimiento (Windham et al., 1986).
Ademas, una reaccion bioldgica a la presencia de Trichoderma activa la
expresion de los genes de la planta promoviendo el crecimiento de la
planta y el sistema radicular (Yadidia et al., 2003; Harman et al., 2004;
Hason y Howell 2004., Vinale et al., 2008., Paez et al., 2006). Los
resultados obtenidos en aumento de peso seco por influencia del
Trichoderma son similares a los consignados por otros autores (Harman,
2000; Kleifeld y Chet, 1992). Probablemente el crecimiento y desarrollo
de la planta se dé cuando el hongo coloniza la planta, le interesa que
haya mas raices para tener una mayor superficie sobre la cual actuar,
asi Trichoderma estimula a la planta por medio de las auxinas, de
manera que la raiz es mas grande y mas densa y el hongo a su vez
dispone de mayor superficie para crecer (Altomare et al., 1999).
Ademas, la promocion del desarrollo se debe a que Trichoderma tiene la
capacidad de solubilizar el manganeso sin importar el pH del medio ni la
disponibilidad del mismo, es decir, que lo solubiliza constantemente
(Altomare et al., 1999); asi mismo, estos autores sefialan que este
micro-elemento es requerido para varias funciones fisiolégicas de las
plantas, tales como la fotosintesis, el metabolismo del nitrégeno y la
sintesis de los compuestos aromaticos como precursores de
aminoacidos y hormonas, de fenoles y de lignina; resaltando, que el
manganeso juega un papel importante en el crecimiento; ademas, la
produccion de factores de crecimiento (Altamore et al. 1999). Estos
resultados concuerdan con los reportes sobre la produccion de factores

de crecimiento (auxinas, giberelinas y citoquininas) por T. harzianum, los
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5.2.3

cuales son liberados al medio y estimulan la germinacion y el desarrollo
de la planta (Altomare et al., 1999; Valencia et al., 2005). Asi mismo,
Bae et al. (2009), menciona que Trichoderma genera mayor peso seco

en la planta.

Efecto de plantas de cacao asociadas con Trichoderma endéfito al

estrés hidrico.

Durante el estrés hidrico las plantas de cacao asociadas con
Trichoderma endéfito mostraron sintomas como: suspension del
crecimiento, marchitez en las hojas, senescencia de la hoja, pérdida de
agua y marchitez de la planta, lo cual concuerda con lo reportado por
Passioura, (1996), quien indica que las plantas de cacao durante el
estrés hidrico muestran sintomas, como: suspension del crecimiento,
cierre estomatico, reduccion de la asimilacién de CO2, senescencia de la
hoja, pérdida de agua y marchitez de la planta. Ademas, a causa del
déficit de agua, el metabolismo de las plantas se ve afectada
rapidamente, por procesos que van desde la fotosintesis hasta la
respiracion (Benavides, citado por Basurto et al, 2002) y la actividad
fotosintética se interrumpe por el cierre estomatico (Azcon et al, 2000).
Asi mismo, aumenta la acumulacion de azucares a causa de la
inhibicion de la sintesis de celulosa (Foyer et al., 1998). A los 6 y 9 dias
después de someter al estrés hidrico (DDSE), las plantas inoculadas con
Trichoderma mediante el M1 presentaron menor grado de marchitez
(GM), mayor tasa absoluta de crecimiento en la biomasa seca radicular

de la planta (TAC-R) y longitud de raiz. Sin embargo, en el M2 se obtuvo
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mayor porcentaje de agua en raiz. Estos resultados se dieron
probablemente por la mayor colonizacién endofitica que se dio mediante
el M1, lo cual generé mayor desarrollo de la planta. Ademas, es muy
probable que Trichoderma al estimular mayor crecimiento y desarrollo a
la planta confiera resistencia al estrés hidrico. Trichoderma spp son
reportados como promotores de crecimiento en varios cultivos
(Dandurand y Knudsen, 1993; Windham et al., 1986; Zambrano, 1989;
Borkman et al., 1998; Chang et al., 1986; Altamore et al., 1999), confiere
resistencia a factores abidticos (Pocasangre, 2000; Carroll, 1988; Bae et
al., 2009; Malinowski y Belesky, 2000; Harman et al, 2004). Asi mismo,
Armas et al, 1988; Turner, 1986; y Padilla-Ramirez, 1994, mencionan
que las plantas al ser sometida al estrés por sequia, pueden desarrollar

mecanismos, tanto morfolégicos como fisioldgicos.

Las plantas colonizadas con TE-17 presentaron menor GM a los 6
DDSE, seguido de TE-22, TE-50, TE-20, TE-126, TE-74, TE-3, TE-39,
TE-72 y TE-105 a comparacioén del control, y a los 9DDSE TE-17 fue el
unico que generé menor GM y retuvo mayor porcentaje de agua en raiz
(%A-R) y parte aérea (%A-A). Asi mismo, los aislamientos TE-126, TE-
54 y TE-39 generaron en las plantas de cacao mayor tasa absoluta de
crecimiento de la biomasa radicular, en tanto los aislamientos TE-17 y
TE-126 generaron en las plantas de cacao mayor tasa absoluta de
crecimiento de la biomasa aérea. Altomare et al. (1999), han reportado
que Trichoderma harzianum genera un incremento en la biomasa de la
planta, durante un estrés hidrico; Bae et al. (2009), menciona que

Trichoderma hamatum genera mayor peso seco en la planta durante un
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estrés hidrico, y Harman et al, (2004), sefala importantes incrementos
en la biomasa de las plantulas de cacao inoculadas con Trichoderma
spp durante el estrés hidrico. Sin embargo, los aislamientos TE-54, TE-3

y TE-105 generaron mayor longitud de raiz superando a los controles.
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6.1

6.2

6.3

VI. CONCLUSIONES

Todos los aislamientos de Trichoderma tuvieron la capacidad de colonizar
plantas de cacao de 16 dias de edad en los dos métodos de inoculacién; sin
embargo, en el método de inoculacion en semillas (M1) obtuvo mayor
colonizacion a comparacion del método de infestacion en suelo (M2). Los
aislamientos TE-39 y TE-50 fueron los aislamientos que mejor colonizaron en
ambos métodos.

Los aislamientos que generaron mayor tasa de crecimiento (Planta, Hipocaotilo,
Epicotilo y diametro de tallo), diametro de tallo (mm), numero de hojas y peso
seco (g.) fueron mediante el M1; mientras que, en altura de planta y longitud de
raiz fue en el M2. Los aislamientos TE-17, TE-72, TE-39 y TE-126 generaron
mayor tasa de crecimiento a comparacion del control. Sin embargo, TE-81
generd mayor altura de planta, hipocotilo, epicotilo y numero de hojas, TE-72
genero mayor diametro de tallo y TE-22 mayor longitud de raiz. Sin embargo,
para el peso seco de raiz (PS-R) y parte aérea (PS-A) de las plantas, TE-22 y
TE-81 resultaron mejores, a comparacion del control.

A los 6 y 9 Después de someter al estrés hidrico (DDSE), las plantas
inoculadas con Trichoderma mediante el M1 presentaron menor grado de
marchitez (GM), mayor peso seco en la parte aérea de la planta (PS-A) y raiz
(PS-R), y longitud de raiz. Sin embargo, en el M2 se obtuvieron mayor
porcentaje de agua en raiz (%A). Las plantas colonizadas con TE-17
presentaron menor GM, a los 6 DDSE, seguido de TE-22, TE-50, TE-20, TE-
126, TE-74, TE-3, TE-39, TE-72 y TE-105 obtuvieron grados comprendidos
entre 2,35 a 2,95 a comparacion del control; Sin embargo, a los 9DDSE TE-17

fue el unico que gener6 menor GM en comparacion al control. Los
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aislamientos que generaron mayor TAC-A a los 6 y 9 DDSE superiores al
control fueron: TE-126, TE-54 y TE-39, asi mismo, TE-17, TE-126 y TE-39
generaron mayor TAC-R. Sin embargo, TE-17 retuvo mayor porcentaje de agua
en raiz (%A-R) y parte aérea (%A-A), superando al control. Los aislamientos
TE-54, TE-3 y TE-105 generaron mayor longitud de raiz superando a los

controles.
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7.2

7.3

7.4

7.5

VI. RECOMENDACIONES

Considerando la naturaleza endofitica de los aislamientos de Trichoderma
estudiados, se recomienda seguir estudiando a los aislamientos de
Trichoderma.

Determinar la colonizacion endofitica de Trichoderma endéfito en patrones e
injertos de cacao.

Realizar una réplica de este trabajo con el método de inoculacién en semilla en
plantones de cacao de 3 meses de edad.

Realizar un trabajo de investigacion con los mejores aislamientos de
Trichoderma para determinar la promocion de crecimiento y resistencia al
estrés hidrico en plantones de cacao de 3 meses de edad.

Realizar una repeticion con los mejores aislamientos, considerando otros

parametros de evaluacion ante el estrés hidrico.
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RESUMEN

El cacao por ser cultivado en los climas tropicales, necesita una buena distribucién
de agua durante todo el afio, ya que es muy sensible a la falta de humedad en el
suelo, y la produccion se ve muy afectada por las sequias periddicas y lluvias
estacionales. El uso de Trichoderma spp podria ser una alternativa para dar solucion
a estos problemas, ya que existen reportes donde indican que estos
microorganismos tienen las bondades de crear resistencia al estrés hidrico en la
planta. Con el objetivo de determinar la influencia de especies de Trichoderma
endofito (TE) sobre el crecimiento e induccidon de resistencia al estrés hidrico en
cacao (Theobroma cacao L.) se evaluaron 12 aislamientos de TE provenientes de
cacao nativo. Para la colonizacion endofitica de las plantulas de cacao se empled
dos métodos de inoculacion, M1: semilla, y M2: infestacién en suelo. Todos los
aislamientos de Trichoderma tuvieron la capacidad de colonizar plantas de cacao de
16 dias de edad en los dos métodos de inoculacién. La mayor colonizacion
endofitica de TE en plantas de cacao se presentd con el M1 con 63,54% y los
aislamientos TE-39 (80,21%) y TE-50 (78,13%) fueron los que mejor colonizaron en
ambos métodos. Asi mismo, Los valores mas altos de tasa de crecimiento (TC),
diametro de tallo (DT), longitud de raiz (LR), numero de hojas (NH), peso seco aéreo
(PS-A) y peso seco radicular (PS-R) se dieron con el M1; altura de planta (AP),
altura hipocotilo (AH) y altura epicotilo (AE) con el M2; siendo, los aislamientos TE-
17, TE-72, TE-39 y TE-126 generaron mayor TC a comparacion del control. Sin
embargo, TE-81 generé mayor AP (27,69 cm), AH (12,5 cm), AE (15,19 cm) y NH
(5,9), TE-72 generd6 mayor DT (3,94 mm) y TE-22 mayor LR (453,23 cm). Sin
embargo, para el PS-R y PS-A de las plantas, TE-22 (PS-A=1,16g; PS-R=0,23q) y

TE-81 (PS-A=1,15g; PS-R=0,22g) resultaron mejores, a comparacion del control
125



(PS-A=1,11g; PS-R=0,21g). A los 6 y 9 Después de someter al estrés hidrico
(DDSE), las plantas inoculadas con Trichoderma mediante el M1 presentaron menor
GM, mayor tasa absoluta de crecimiento radicular (TAC-R), LR, sin embargo, en el
M2 se obtuvo mayor porcentaje de agua. Las plantas colonizadas con TE-17
presentaron menor GM (0,91), a los 6 DDSE, seguido de TE-22, TE-50, TE-20, TE-
126, TE-74, TE-3, TE-39, TE-72 y TE-105 obtuvieron grados comprendidos entre
2,35 a 2,95 a comparacion del control (sin agua) que obtuvo un GM de 3,2. Sin
embargo, a los 9DDSE TE-17 (2,53) fue el unico que generé menor GM en
comparacioén al control (5). Con respecto a la tasa absoluta de crecimiento (TAC), los
aislamientos TE-126 (0,0145g.dia™"), TE-54 (0,0088g.dia™") y TE-39 (0,0053g.dia™)
generaron mayor TAC-R superiores al control sin agua (-0,0057g.dia™"); asi mismo,
los aislamientos TE-17 (0,0183g.dia™") y TE-126 (0,0181g.dia™’) generaron mayor
tasa absoluta de crecimiento aéreo (TAC-A). En los resultados de porcentaje de
agua en raiz (%A-R) y parte aérea (%A-A) indican que a los 6 y 9 DDSE, TE-17
(%A-A=63,57%, %A-R=59,99%) generé mayor %A superando al control (%A-
A=45,97%, %A-R=56,67%). Sin embargo, TE-54 (510,92 cm), TE-3 (499,56 cm) y
TE-105 (480,23 cm) generaron mayor LR superando a los controles comprendidos

entre 415,62 a 476,86 cm.
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SUMMARY

The cocoa being cultivated in tropical climates, needs a good distribution of water
throughout the year, as it is very sensitive to the lack of moisture in the soil, and the
production is greatly affected by periodic droughts and seasonal rains. The use of
Trichoderma spp could be an alternative to solve these problems, as there are
reports which indicate that these organisms have the benefits of developing
resistance to water stress in the plant. In order to determine the influence of
endophyte Trichoderma species (TE) on the growth and induction of resistance to
water stress in cocoa (Theobroma cacao L.) were evaluated 12 isolates of TE from
native cocoa. For endophytic colonization of cacao seedlings were used two methods
of inoculation, M1: seed, and M2: soil infestation. All isolates of TE were able to
colonize cacao plants of 16 days old at the two inoculation methods. The highest
endophytic colonization was presented with the M1 with 63,54% and the isolates TE-
39 (80,21%) and TE-50 (78,13%) were better able to colonize by both methods.
Also, higher values of growth rate (TC), stem diameter (SD), root length (LR), number
of leaves (NL), dry weight of biomass aeria (PS-A) and root dry weight (PS-R) were
given with the M1, plant height (PH), hypocotyl height (AH) and epicotyl height (AE)
with M2; being, the isolates TE-17, TE-72, TE-39 and TE-126 that generated greater
TC compared to the control. However, TE-81 generated greater AP (27,69cm), AH
(12,5cm), AE (15,19cm) and NH (5,9); TE-72 generated greater SD (3,94mm) and
TE-22 increased LR (453,23cm). However, for the PS-A and PS-R, TE-22 (PS-
A=1,16g, PS-R=0,23g) and TE-81 (PS-A=1,15g; PS-R=0,22g) were the best,
compared to the control (PS-A=1,11g; PS-R=0,21g). At 6 and 9 days after subjecting

to water stress (DDSE), plants inoculated with TE by M1 had lower degree of wilting
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plant (GM), higher absolute rate of root growth (TAC-R), LR, however, was obtained
in M2 increased percentage of water. Plants colonized with TE-17 had lower GM
(0,91), at 6 DDSE, followed by TE-22, TE-50, TE-20, TE-126, TE-74, TE-3, TE-39 ,
TE-72 and TE-105 obtained degrees between 2,35 to 2,95 compared to control
(without water) that obtained a GM of 3,2. However, at the 9DDSE TE-17 (2,53) was
the only that generated minor GM in comparison to the control (5). With respect to
the absolute rate of growth (TAC), the isolates TE-126 (0,0145g.dia-1), TE-54
(0,0088g.dia-1) and TE-39 (0,0053g.dia-1) generated greater TAC-R than the control
without water (-0,0057g.dia-1): likewise, TE-17 (0,0183 g.dia-1) and TE-126
(0,0181g.dia-1) generated higher absolute growth rate aerial part of the plant (TAC-
A). In the results of root water percentage (% A-R) and aerial part of the plant (%A-A)
indicate that at 6 and 9 DDSE, TE-17 (%A-A=63,57%; %A-R=59,99%) generated
higher %A outperforming to the control (%A-A = 45,97%, %A-R=56,67%). However,
TE-54 (510,92cm), TE-3 (499,56cm) and TE-105 (480,23cm) generated greater LR,

outperforming to the controls ranging from 415,62 to 476,86cm.
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Anexo 1: Estandarizacion de inoculo de Trichoderma para infestar suelo estéril con Trichoderma endéfito.

- Concentracion requerida
REGION e
Concentracién De\ske); 4o| Totalde | o . dividida entre 6
Aislamientos Media de conidias x g ADE Conidias i i
sustrato deseada utilizar (g) Cantidad de
1 2 3 4 (ml) sustrato ADE (ml)
Conidias (g)
T-E3 108 | 113 | 119 | 123 | 115,75 5,79x10° 270 6,30x10"° 108,86 18,1 45
T-E 17 144 | 159 | 151 | 172 156,5 7,83 x10° 270 6,30x10"° 80,51 13,4 45
T-E 20 137 | 146 | 164 | 172 | 154,75 7,74 x10° 270 6,30x10"° 81,42 13,6 45
T-E 22 163 | 142 | 138 | 148 | 147,75 7,39 x10° 270 6,30x10"° 85,28 14,2 45
T-E 39 79 | 87 | 68 | 74 77 3,85 x10° 270 6,30x10"° 163,64 27,3 45
T-E 50 99 | 111 | 92 | 89 97,75 4,89 x10° 270 6,30x10"° 128,90 21,5 45
T-E 54 197 | 180 | 174 | 186 | 184,25 9,21 x10° 270 6,30x10" 68,39 11,4 45
T-E72 194 | 223 | 215 | 234 | 216,5 1,08 x10° 270 6,30x10"° 58,20 9,7 45
T-E 74 113 | 121 | 117 | 128 | 119,75 5,99 x10° 270 6,30x10"° 105,22 17,5 45
T-E 81 385 | 367 | 379 | 389 380 1,90 x10° 270 6,30x10"° 33,16 55 45
T-E 105 224 | 224 | 215 | 219 | 2205 1,10 x10° 270 6,30x10" 57,14 9,5 45
T-E 126 60 | 64 | 57 | 60 60,25 3,01 x10° 270 6,30x10"° 209,13 34,9 45
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Anexo 2. Andlisis de varianza del porcentaje (%) de colonizacion de Trichoderma

endofito en plantas de cacao.

F.V. SsC Gl CM F | p-valor |Significancia
METODOS 331.45 1| 331.45] 5.28 0.026 *
AISLAM 3155.04 11| 286.82| 4.57[ 0.0001 *
METODOS*AISLAM 2335.32 11| 212.3] 3.38] 0.0016 *

Error 3015.16 48 62.82
Total 8836.96 71

CV=15.38 R“=0.50
Anexo 3. Analisis de varianza del indice de colonizacién de Trichoderma endéfito en

plantas de cacao.

F.V. SC gl CM F | p-valor | Significancia
METODOS 0.2 1 0.2| 4.29 0.0438 *
AISLAM 2.26 11| 0.21| 4.38 0.0002 **
METODOS*AISLAM 2.02 11| 0.18| 3.92 0.0004 *

Error 2.25 48| 0.05
Total 6.73 71

CV=9.47 R*=0.51

Anexo 4: Efecto de los métodos de inoculacién en la colonizacién endofitica.

METODO DE INOCULACION | AISLAM Porcentaje de colonizacién
SEMILLA T-E 39 83,33 |a

SEMILLA T-E 54 81,25|a |b

SEMILLA T-E 50 79,17 |a |b

SEMILLA T-E 22 79,17 |a |b

SUELO T-E 50 77,08 |a |b |c

SUELO T-E 39 77,08 |a |b |c
SEMILLA T-E 20 77,08 a |b |c
SEMILLA T-E72 66,67 |a |b|c|d
SUELO T-E 126 64,58 |a |b |c|d |e
SEMILLA T-E 81 62,50 |a |b |c|d |e
SUELO T-E3 60,42 |a |b |c|d |e
SUELO T-E17 60,42 |a |b |c|d |e
SUELO T-E54 60,42 |a |b |c|d |e
SEMILLA T-E 105 58,33 blc|d |e
SUELO T-E72 54,17 c|d |e
SUELO T-E 105 52,08 d|e
SUELO T-E 81 50,00 d|e
SEMILLA T-E3 47,92 d|e
SEMILLA T-E74 45,83 d|e
SUELO T-E74 45,83 d|e
SUELO T-E 22 43,75 d|e
SEMILLA T-E 126 41,67 d|e
SUELO T-E 20 39,58 e
SEMILLA T-E17 39,58 e
SEMILLA CONTROL 00,00 f
SUELO CONTROL 00,00 f

Letras distintas indican diferencias significativas. Test Duncan (p<0,05)
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Anexo 5. Andlisis de varianza de la tasa de crecimiento de plantas de cacao colonizadas con asilamientos de Trichoderma enddfito,

mediante dos métodos de inoculacion.

Tasa de Crecimiento F.vV. SC gl cM F p-valor |Signif. | C.V R?
METODOS 0,23 1 0,23 9,31| 10,0024 |*
AISLAMIENTOS 1,36 12 0,11| 4,54| <0,0001 | **

ALTURA DE PLANTA | METODOS*AISLAMIENTO 0,18 12 0,02\ 0,61 0,8355|NS 14,59 | 0,11
Error 8,97 360 0,02
Total 10,74 385
METODOS 0,37 1 0,37 /107,09 | <0,0001 |**
AISLAMIENTO 0,12 12 0,01 2,84| 0,0009|*

HIPOCOTILO METODOS*AISLAMIENTO 0,07 12 0,01 1,6 0,0891|NS 6,94 | 0,26
Error 1,25 360| 0,0035
Total 1,82 385
METODOS 0,0002 1/ 0,0002| 0,01| 0,9338]|NS
AISLAMIENTO 1,36 12 0,11| 4,41| <0,0001 | **
EPICOTILO METODOS*AISLAMIENTO 0,16 12 0,01 0,52| 0,8991|NS 16,53 | 0,08

Error 9,28 360 0,03
Total 10,8 385
METODOS 0,04 1 0,04 | 38,36| <0,0001 | **
AISLAMIENTO 0,04 12| 0,0034| 3,36 0,0001|*

DIAMETRO DE TALLO | METODOS*AISLAMIENTO 0,03 12| 0,0022 2,22| 0,0106|* 4,17 | 0,17
Error 0,36 360| 0,0010
Total 0,47 385
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Anexo 6. Tasa de crecimiento de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma endéfito, mediante dos métodos de inoculacién.

METODO DE ALTURA DE , EPICOTILO DIAMETRO TALLO
INocULACION | AYAM: | pLANTA (cm/dia) HIPOCOTILO (cm/dia) (cm/dia) (mm/dia)
SEMILLA TE-3 0,75 b|c|d|e| 0.32|a|b]|c 0,43 d 0,07 dle(f|g|h
SEMILLA TE-17 1,13 | a 03|a|b|c|d 0,83|a|b 0,07 e(f|glh
SEMILLA TE-20 0,83 |a|b]|c 0.27 bic|d|e|f 0,56 blc|d 0,11 blc|d]|e
SEMILLA TE-22 0,79 b|c|d|e| 0.25 blc|d|e|f|g 0,54 blc|d 0,11 blc|d|e|f
SEMILLA TE-39 0,71 b|c|ld|e| 0.26 blc|d|e|f|g 0,46 c|d 0,16 |a

SEMILLA TE-50 0,72 b|c|d|e| 0.28 bic|d|e|f 0,44 c|d 0,11 blc|d

SEMILLA TE-54 0,75 b|c|ld|e| 0.37|a 0,38 d 0,12 |a|b]|c

SEMILLA TE-72 0,82|a|b|c|d 0.33|a|b 0,49 c|d 0,11 blc|d]|e
SEMILLA TE-74 0,74 blc|d|e]| 0.25 blc|d|e|f|g 0,49 c|d 0,06 flg|h
SEMILLA TE-81 0,63 bic|d|e]| 0.26 blc|d|e|f|g 0,38 d 0,08 cldje|f|g]|h
SEMILLA TE-105 0,58 c|d|e| 0.29|a|b|c|d|e 0,29 d 0,1 blc|d|le|fl|g
SEMILLA TE-126 0,74 blc|d|e]| 0.27 bic|d|e|f 0,47 c|d 0,12|a|b

SEMILLA CONTROL| 0,59 c|d|e]| 0.23 dle|(f|g|h|i]|j 0,36 d 0,06 e(flglh
SUELO TE-3 0,61 blc|d|e]| 0.15 iljlk]l 0,46 cld 0,05 h
SUELO TE-17 1,14 |a 0.23 cldie|f|g]|h]i 091 ]|a 0,06 glh
SUELO TE-20 0,98 |alb 0.17 glhliljlk]l 0,8|alb|c 0,07 dle(f|g|h
SUELO TE-22 0,51 d|e]| 0.14 jlk|l 0,37 d 0,08 d flg|h
SUELO TE-39 0,73 bic|d|e]| 0.15 iljlk]l 0,58 |a|b|c|d 0,07 dle(f|g|h
SUELO TE-50 0,52 c|d|e]| 0.11 | 0,41 d 0,06 flg|h
SUELO TE-54 0,54 c|d|e]| 0.18 glhliljlk]l 0,37 d 0,05 h
SUELO TE-72 0,62 blc|d|e| 0.24 blc|d|e|f|g|h 0,38 d 0,06 glh
SUELO TE-74 0,59 b|c|d|e| 0.21 dle|f|g|h|i|j|k 0,38 d 0,07 e(f|gl|h
SUELO TE-81 0,56 c|ldje| 0.2 elflg|hli|jlk 0,37 d 0,08 blc|d|e|f|g]|h
SUELO TE-105 0,48 e| 0.15 hiifjlk]l 0,35 d 0,07 e(flgl|h
SUELO TE-126 0,61 b|c|d|e| 0.19 flg|h|ilj|k 0,42 d 0,09 blc|d|e|f|g]|h
SUELO CONTROL| 0,51 dle| 0.14 kil 0,37 d 0,06 glh

Letras distintas indican diferencias significativas. Test Duncan (p<0,05)
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Anexo 7. Analisis de varianza del crecimiento de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma endéfito, mediante dos métodos de

inoculacion.

ALTURA F.V. SC gl cM p-valor Signif. c.v R?
METODOS 3,62 1 3,62 34,38 <0,0001 | **
AISLAMIENTO 27,79 12 2,32 21,96 <0,0001 | **

PLANTA METODOS*AISLAMIENTO 3,1 12 0,26 2,45 0,0044 | * 6,39 0,44
Error 37,95 360 0,11
Total 72,26 385
METODOS 2,11 1 2,11 21,21 <0,0001 | **
AISLAMIENTO 10,54 12 0,88 8,84 <0,0001 | **

HIPOCOTILO METODOS*AISLAMIENTO 1,37 12 0,11 1,15 0,3207 | NS 9,13 0,23
Error 35,78 360 0,1
Total 49,94 385
METODOS 1,49 1 1,49| 18,04 <0,0001 | **
AISLAMIENTO 19,69 12 1,64 19,8 <0,0001 | **

EPICOTILO METODOS*AISLAMIENTO 3,69 12 0,31 3,71 <0,0001 | ** 7,59 0,41
Error 29,83 360 0,08
Total 54,16 385
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Anexo 8. Crecimiento de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma endéfito, mediante dos métodos de inoculacion.

METODO DE

INOCULACION AISLAM. ALTURA DE PLANTA (cm) HIPOCOTILO (cm) EPICOTILO (cm)
SEMILLA TE-3 23,3 flg 10,72 dlie|f 12,57 f
SEMILLA TE-17 18,17 7,97 10,2

SEMILLA TE-20 25,65 c|ldje]|f 12,15/a|b|c|d|e 13,5 blc|ld|e|f
SEMILLA TE-22 22,65 g 9,92 f 12,73 e|f
SEMILLA TE-39 23,89 elflg 10,95 cld|e|f 12,94 dle|f
SEMILLA TE-50 24,74 die|f|g 10,25 elf 14,48 [a|b|c|d|e
SEMILLA TE-54 26,63 |a|bfc|d|e 12,33 |a|b|c|d 143 |a|b|c|d|e|f
SEMILLA TE-72 25,8 cld|elf 11,54|a|b|c|d|e|f 14,26 |a|b|c|d|e|f
SEMILLA TE-74 25,18 die|f|g 11,23 bic|d|e|f 13,95 |a|b|c|d|e|f
SEMILLA TE-81 26,65|a|b|c|d|e 12,06|a|b|c|d|e 14,59 |a|b|c|d|e
SEMILLA TE-105 26,04 bic|d|e|f 11,35|a|b|c|d|e|f 14,69 |a|b|c|d
SEMILLA TE-126 23,55 flg 10,71 dlie|f 12,85 dle|f
SEMILLA CONTROL 25,59 cld|elf 11,44 |a|b|c|d|e|f 14,15|a|b|c|d f
SUELO TE-3 25,62 cld|elf 11,03 bic|d|e|f 14,59 |a|b d
SUELO TE-17 16,82 8,55 8,26

SUELO TE-20 25,94 bic|d|e|f 12,7|a|b|c 13,24 c|d|e|f
SUELO TE-22 27,27 |a|b|c|d 12,04 |a|b|c|d|e 15,23 |a|b

SUELO TE-39 26,74 |a|b|c|d|e 11,44 |a|b|c|d|e|f 15,3 |al|b

SUELO TE-50 27,65|a|b|c|d 12,35|a|b|c|d 15,3 |a|b

SUELO TE-54 27,47 |a|b|c|d 12,41 |a|b|c|d 15,06 |a|b|c

SUELO TE-72 27,26 |a|b|c|d 11,81 |a|b|c|d|e 15,45 |a|b

SUELO TE-74 29,16 | a 13,47 | a 15,69 | a

SUELO TE-81 28,73 |a|b 12,94 | a 15,79 | a

SUELO TE-105 27,45|a|b|c|d 12,18 |a|b|c|d 15,32 (a|b

SUELO TE-126 28,4|a|b|c 12,93 |a|b 15,47 | a

SUELO CONTROL 25,81 bic|d|e|f 11,51|a|b|c|d|e|f 143 |a|b|c|d|e|f
Letras distintas indican diferencias significativas. Test Duncan (p<0,05)
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Anexo 9. Analisis de varianza de diametro de tallo de plantas de cacao colonizadas

con Trichoderma endoéfito, mediante dos métodos de inoculacion.

F.V. SC gl CM F p-valor Signif.
METODOS 0,16 1 0,16 | 51,96 | <0,0001 o
AISLAMIENTO 0,25 12 0,02| 6,79| <0,0001 o
METODOS*AISLAMIENTO 0,06 12 0,01 1,7| 10,0654 NS
Error 1,09 360| 0,003

Total 1,56| 385

CV=2,68 R’=0,25

Anexo 10. Diametro de tallo de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma

endofito, mediante dos métodos de inoculacion.

METODO DE

INOCULACION AISLAM. DIAMETRO DE TALLO (mm)
SEMILLA TE-3 3,76 blc|d|e|f|g
SEMILLA TE-17 3,49 i
SEMILLA TE-20 3,77 blc|d|e|f|g
SEMILLA TE-22 3,63 e|f|g|hli
SEMILLA TE-39 3,77 bic|d|e|f|g
SEMILLA TE-50 3,88 bic|d

SEMILLA TE-54 3,87 bic|d

SEMILLA TE-72 4,07 |a

SEMILLA TE-74 39|a|b|c

SEMILLA TE-81 393|a|b

SEMILLA TE-105 3,78 b dle|f
SEMILLA TE-126 3,74 bic|d|e|f|g]|h
SEMILLA CONTROL 3,7 dle|f|g|h
SUELO TE-3 3,55 hii
SUELO TE-17 3,49 i
SUELO TE-20 3,49 i
SUELO TE-22 3,67 e|f|g|hli
SUELO TE-39 3,73 cld|e|f|g]|h
SUELO TE-50 3,58 glhli
SUELO TE-54 3,64 e|f|g|hli
SUELO TE-72 3,82 blc|d|e

SUELO TE-74 3,63 e|f|g|hli
SUELO TE-81 3,71 c|d|e|f|g]|h
SUELO TE-105 3,64 e|f|g|hli
SUELO TE-126 3,62 flg|hli
SUELO CONTROL 3,55 hii

Letras distintas indican diferencias significativas. Test Duncan (p<0,05)
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Anexo 11. Analisis de varianza de longitud de raiz de plantas de cacao colonizadas

Anexo 12.

con Trichoderma endéfito, mediante dos métodos de inoculacién.

F.V. SC gl CcM F p-valor Signif.
METODOS 33,64 1| 33,64| 11,66 0,0009 *
AISLAMIENTO 1280,33 12| 106,69 | 36,98 | <0,0001 o
METODOS*AISLAMIENTO 134,08 12| 11,27| 3,87 0,0001 *
Error 294,29 102 2,89

Total 1744,65 127

CV=9,08 R’=0,79

Longitud de raiz de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma

endofito, mediante dos métodos de inoculacion.

METODO DE p
INOCULACION AISLAM. LONGITUD DE RAIZ (cm)
SEMILLA T-E3 290,77 flg
SEMILLA T-E 17 54,51 i
SEMILLA T-E 20 452,75 |a|b|c
SEMILLA T-E 22 402,70 blcid|e
SEMILLA T-E 39 327,41 e|flg
SEMILLA T-E 50 349,45 dle|f
SEMILLA T-E 54 402,48 blcid|e
SEMILLA T-E 72 340,69 e|flg
SEMILLA T-E74 396,17 blcid|e
SEMILLA T-E 81 367,42 cld|el|f
SEMILLA T-E 105 418,76 |a|b|c|d|e
SEMILLA T-E 126 371,74 cld|el|f
SEMILLA CONTROL 286,99 flg
SUELO T-E3 512,56 | a
SUELO T-E 17 100,87 h
SUELO T-E 20 371,20 cld|e|f
SUELO T-E 22 503,75 |a|b
SUELO T-E 39 395,8 clid|e
SUELO T-E 50 460,74 |a|b|c
SUELO T-E 54 459,66 |a|b|c
SUELO T-E72 364,80 cld f
SUELO T-E74 418,52 |a|b|c|d|e
SUELO T-E 81 362,22 cld f
SUELO T-E 105 446,47 |a|b|c|d
SUELO T-E 126 294,04 flg
SUELO CONTROL 258,37 g

Letras distintas indican diferencias significativas. Test Duncan (p<0,05)
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Anexo 13. Analisis de varianza de numero de hojas promedio de planta de plantas de

cacao colonizadas con Trichoderma endéfito, mediante dos métodos de

inoculacion.
F.V. SC gl CM | F p-valor | Signif.
METODOS 0,41 1| 0,41| 9,64 0,0021 *
AISLAMIENTO 6,25 12| 0,52 12,37 | <0,0001 *x
METODOS*AISLAMIENTO 1,18 12| 0,10| 2,34| 0,0069 *
Error 15,16| 360| 0,04
Total 22,84 385

CV=8,74 R’=0,29

Anexo 14. Numero de hojas promedio de planta de plantas de cacao colonizadas con

Trichoderma endofito, mediante dos métodos de inoculacion.

METODO DE .

INOCULACION AISLAM. NUMERO DE HOJAS
SEMILLA TE-3 4,64 e|f
SEMILLA TE-17 3,85 g
SEMILLA TE-20 4,59 f
SEMILLA TE-22 4,80 dlie|f
SEMILLA TE-39 4,87 dlie|f
SEMILLA TE-50 4,63 e|f
SEMILLA TE-54 4,91 c|d|e|f
SEMILLA TE-72 521(a|b|c|d|e]|f
SEMILLA TE-74 532(a|b|c|d|e]|f
SEMILLA TE-81 6,07 | a

SEMILLA TE-105 528 |a|b|c|d|e]|f
SEMILLA TE-126 4,88 cld|el|f
SEMILLA CONTROL 4,68 e|f
SUELO TE-3 526|a|lb|c|d|e]|f
SUELO TE-17 3,04 h
SUELO TE-20 4,58 f
SUELO TE-22 556|alb|c|d
SUELO TE-39 5,08 blc|d f
SUELO TE-50 542|alb|c|d f
SUELO TE-54 543 |alb|c|d
SUELO TE-72 567|alb|c|d
SUELO TE-74 536|alb|c|d|e|f
SUELO TE-81 573|alb|c

SUELO TE-105 583 |alb

SUELO TE-126 551|alb|c|d
SUELO CONTROL 55|a|bfc|d]|e

Letras distintas indican diferencias significativas. Test Duncan (p<0,05)

138



Anexo 15. Analisis de varianza de la biomasa seca de plantas de cacao colonizadas

con Trichoderma endéfito, mediante dos métodos de inoculacién.

oL AR gggg F.V. sclgl| cm F | p-valor |Signif| C.V | R
METODO 0.04] 1| 004] 1356] 00004] *
AISLAMIENTO | 0,02] 12| 0,0017| 057| 0861] NS
PS-A [METODOAISL. | 0.12] 12|  0,01| 3.24] 00006 * |4,37 021
Error 0,311 103 0,003
32 dias Total 0,49|128
Planta METODO 0.01] 1] 001| 669 00111 *
AISLAMIENTO | 0,08| 12|  0.01] 9,1] 00001 *
PS-R [METODOAISL. | 0,02] 12| 0,0014] 1,84 00513| N.S |3.25| 047
Error 0.08| 103 | 0,00075
Total 0.18 128

PS-A=Peso Seco Aéreo
PS-R=Peso Seco Raiz

Anexo 16. Biomasa seca de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma endoéfito,

mediante dos métodos de inoculacion.

METODO DE AISLAM PESO SECO DE RAIZ PESO SECO
INOCULACION ) (g AEREO (g)
SEMILLA T-E3 0,19 c|d 1,19 (a|b
SEMILLA T-E17 0,06 e 1,19|a|b
SEMILLA T-E 20 0,27 |a|b 1,16 |al|b
SEMILLA T-E 22 0,20 bic|d 1,16 |al|b
SEMILLA T-E 39 0,18 d 1,13 |al|b
SEMILLA T-E 50 0,21 bic|d 1,12|al|b
SEMILLA T-E 54 0,23(a|bjc|d 1,14 |a|b
SEMILLA T-E72 0,22(a|bjc|d 1,06 b
SEMILLA T-E74 0,24 a|bjc|d 1,3|a
SEMILLA T-E 81 0,22(a|bjc|d 1,15|a|b
SEMILLA T-E 105 0,22(a|bjc|d 1,03 b
SEMILLA T-E 126 0,18 d 1,17 |a|b
SEMILLA CONTROL 0,24 a|bjc|d 1,09 |alb
SUELO T-E3 0,26 |a|b 097| |blc
SUELO T-E17 0,11 e 1,11|al|b
SUELO T-E 20 0,25|a|b|c 0,99 b|c
SUELO T-E 22 0,27 |a|b 1,16 |a|b
SUELO T-E 39 0,21 b|c|d 1,01 b
SUELO T-E 50 0,25|a|b|c 1,04 b
SUELO T-E 54 0,23|a|b|c|d 1,05 b
SUELO T-E72 0,21 bic|d 1,14 |a|b
SUELO T-E74 0,23(a|bjc|d 0,82 C
SUELO T-E 81 0,22(a|bjc|d 1,15|a|b
SUELO T-E 105 0,29 | a 1,14 |a|b
SUELO T-E 126 0,20 bic|d 0,99 b|lc
SUELO CONTROL 0,18 cld 1,14 |a|b

Letras distintas indican diferencias significativas. Test Duncan (p<0,05)
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Anexo 17. Analisis de varianza de la tasa absoluta de crecimiento de plantas de cacao

colonizadas con aislamientos de Trichoderma enddofito.

Edad Planta | Variable F.V. SC gl cM F p-valor | Signif. | C.V R?
METODO 0,04 1 0,04| 13,556| 0,0004| *
AISLAMIENTO 0,02 12| 1,70e-03| 057| 0,861 NS
PS-A | METODO*AISL. 0,12 12 0,01| 3,24| 00006 * |437]021
Error 0,31 103 | 3,00E-03
Total 0,49 128
0DDSE o '
METODO 0,01 1 0,01 6,69| 0,0111| *
AISLAMIENTO 0,08 12 0,01 9,1|<0,0001| **
PS-R | METODO*AISL. 0,02 12| 1,40E-03| 1,84| 0,0513| N.S | 3,25 | 047
Error 0,08| 103 | 7,50E-04
Total 0,18 128
METODO 0,04 1 0,04| 926/ 0,0029| *
AISLAMIENTO 0,05 13| 4,006-03| 0,89| 0,5647| N.S
PS-A | METODO*AISL. 0,06 13| 4,40E-03| 0,98| 0,4776| N.S | 332|005
Error 0,51 112 | 4,50E-03
6DDSE Total 066 139
METODO 0,01 1 001| 415| 0,0441| *
AISLAMIENTO 0,09 13 0,01| 4,78|<0,0001| **
PS-R | METODO*AISL. 0,04 13 3,308-03| 2,24| o0,012| * |432]033
Error 0,16 112 | 1,50E-03
Total 031 139
METODO 0,01 1 0,01 1,46 | 0,2298| N.S
AISLAMIENTO 0,04 13| 3,20E-03| 0,68| 0,7811| NS
PS-A | METODO*AISL. 0,07 13 001| 1,19| 0,2931| NS |[3547| 0O
Error 0,52| 110 4,70€-03
Total 064| 137
9DDSE o '
METODO 0,02 1| 2,00E-03 1,3| 0,2571| N.S
AISLAMIENTO 0,03 13| 2,50E-03 1,68| 0,0742| N.S
PS-R | METODO*AISL. 0,05 13| 4,10E-03| 2,73| 0,0022| * |429 (019
Error 0,17 110 | 1,50E-03
Total 0,25 137
METODO 0,00012 1| 1,20e-04| 0,14| 0,7127| NS
AISLAMIENTO 0,01 13| 1,10E-03| 1,28| 0,2331| NS
TAC-A | METODO*AISL. 0,03 13| 2,00E-03| 2,28| o0,0105| * |416 012
TAC(T Error 01| 112 8,60E-04
(Tasa Total 014 139
absoluta de
crecimiento) METODO 0,00028 1| 2,80e-04| 2,47| 0,1186| N.S
AISLAMIENTO 0,002 13| 1,60E-04 1,4| 0,1727| NS
TAC-R | METODO*AISL. | 0,0025 13 | 1,90E-04 1,7| 0,0712| Ns | 147 ] 01
Error 0,01 112 | 1,10E-04
Total 0,02 139
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Anexo 18. Tasa absoluta de crecimiento de plantas de cacao colonizadas con

aislamientos de Trichoderma endofito.

METODO TRAT. TAC-R TAC-A
SEMILLA T-E3 -0,0006 d|e -0,0213 b|c
SEMILLA T-E17 0,0278|a |b -0,0108 bilc
SEMILLA T-E 20 0,0186|a |b|c |d -0,0147 b|c
SEMILLA T-E 22 0,0054 blc|d]e -0,0142 b|c
SEMILLA T-E 39 0,0167 |a |b|c|d |e 0,0113 bilc
SEMILLA T-E 50 0,0091 blc|d|e 0,0093 b|c
SEMILLA T-E54 0,0103 b|c|d]e 0,0035 bilc
SEMILLA T-E72 0,0133 blc|d|e -0,0003 b|c
SEMILLA T-E74 0,0064 blc|d]e -0,0268 bilc
SEMILLA T-E 81 0,0064 blc|d]e -0,0155 blc
SEMILLA T-E 105 0,017|a |b|c|d |e -0,0177 b|c
SEMILLA T-E 126 0,013 blc|d]e 0,0007 blc
SEMILLA CONTROL S/A 0,0074 blc|d]e -0,0033 b|c
SEMILLA CONTROL C/A 0,0363 | a 0,0966 | a
SUELO T-E3 0,0089 blc|d|e 0,0091 b|c
SUELO T-E17 0,0089 blc|d]e -0,0195 b|c
SUELO T-E 20 0,0067 blc|d]e 0,0121 bilc
SUELO T-E 22 0,0158 |a |b|c|d |e 0,0108 b|c
SUELO T-E 39 0,0161|a |b|c|d |e -0,0007 bilc
SUELO T-E 50 0,0083 blc|d|e -0,0151 b|c
SUELO T-E54 0,011 blc|d]e 0,0142 bilc
SUELO T-E72 0,0004 c|d|e -0,0352 o
SUELO T-E74 0,0081 blc|d|e 0,0226 b|c
SUELO T-E 81 0,0144|a |b|c|d |e -0,0156 bilc
SUELO T-E 105 -0,0052 e -0,0185 b|c
SUELO T-E 126 0,0232|a |b|c 0,0283 b
SUELO CONTROL S/A 0,0042 blc|d|e -0,008 b|c
SUELO CONTROL C/A 0,0098 blc|d|e -0,0208 b|c

Letras distintas indican diferencias significativas. Test Duncan (p<0,05)
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Anexo 19. Anadlisis de varianza del porcentaje de agua de plantas de cacao
colonizadas con Trichoderma endéfito, mediante dos métodos de

inoculacion.

0,
PizﬁTDA AG/:J A F.V. sC gl ™M F p-valor | Signif. | CV | R?
METODO 247,66 1| 247,66| 150,35|<0,0001| **
AISLAMIENTO | 254,86| 12| 21,24| 12,89(<0,0001| **
%A-A | METODO*AISL. 828 12 6,9 4,19 [<0,0001| ** 2,18 | 0,72
Error 169,66 | 103 1,65
Total 749,34 128
ODDSE METODO 25,51 1] 25,51 56| 00198 *
AISLAMIENTO | 299,17 | 12| 24,93 5,47]<0,0001| **
%A-R | METODO*AISL.| 183,13| 12| 15,26 3,35 0,0004| * 37 | 04
Error 469,27 103 4,56
Total 977,71| 128
METODO 19,38 1| 19,38 042 05173| NS
AISLAMIENTO |3657,05| 13| 281,31 6,12 <0,0001 | **
%A-A | METODO*AISL. | 849,03| 13| 65,31 1,42| 0,1603| NS | 13,79 | 0,34
Error 51446 | 112 45,93
6DDSE Total 9670,06 | 139
METODO 2257,81 1]2257,81| 115,77|<0,0001| **
AISLAMIENTO |2817,68| 13| 216,74| 11,11]<0,0001| **
%A-R | METODO*AISL.| 561,06| 13| 43,16 2,21] 00131 * 9,47 | 0,65
Error 218436 | 112 19,5
Total 7820,91| 139
METODO 211,42 1] 211,42 533| 0,0228] *
AISLAMIENTO |10818,9| 13| 832,23| 20,98|<0,0001| **
%A-A | METODO*AISL. [ 2770,65| 13| 213,13 5,37|<0,0001| ** 17,56 | 0,7
Error 4363,71 110 39,67
9DDSE Total 18020,2 | 137
METODO 4380,79 1]4380,79| 257,38|<0,0001| **
AISLAMIENTO |5055,69 | 13| 3889| 22,85|<0,0001| **
%A-R | METODO*AISL. | 3097,77 | 13| 238,29 14 <0,0001| ** 9,44 | 0,84
Error 1872,3| 110] 17,02
Total 14405,5| 137
METODO 80,33 1] 80,33 401| 00477 *
AISLAMIENTO |5433,54| 13| 417,96| 20,86|<0,0001| **
%A-A | METODO*AISL. [ 1063,05| 13| 81,77 4,08 [<0,0001| ** 10,46 | 0,68
Error 22442 | 112| 20,04
PR(()GN"IE:'O Total 8821,11| 139
DDSE) METODO 75,61 1] 75,61 922| o0,003] *
AISLAMIENTO | 2946,92 | 13| 226,69| 27,65|<0,0001| **
%A-R | METODO*AISL.| 866,68| 13| 66,67 8,13 [<0,0001| ** 632 | 0,76
Error 918,12 | 112 8,2
Total 4807,34 139
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Anexo 20. Porcentaje de agua de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma endéfito, mediante dos métodos de inoculacion.

METODO DE ODDSE 6DDSE 9DDSE
. AISLAM. % A % A % A
INOCULACION % i gua % Agua raiz % i gua % Agua raiz % . gua % Agua raiz
aerea aerea ] aerea

SEMILLA T-E3 68,27" 66,6 49,6° 55,81°" 73,56° 74,74°
SEMILLA T-E17 64,86" 71,53"" 69,21°°¢ 74,11° 49,27° 39,44
SEMILLA T-E20 69,69 71,64°F 64,66>° 57,948 27,52 31,5
SEMILLA T-E22 71,05"_'k 72,9°° 68,453"1_ 66,27°° 40,06°° 29,24g“_
SEMILLA T-E39 70,74 73,06 50,43°%" 56,25""“ 23,07°%" 16,23
SEMILLA T-E 50 65,9 66,66°¢ 55,17“"f 54,58% 19,69 16,24'
SEMILLA T-ES4 73,73""f 72,01°°¢ 45,16%" 48,53 25,577 23,81
SEMILLA T-E72 73,03 68,06°¢ 47,25°% 60,24°° 29,46 50,98°
SEMILLA T-E74 71,67% 71,87"°¢ 56,98““ 57,31°" 22,21% 47,98
SEMILLA T-E81 72,98" 71,47°" 46,07*‘{ 60,03*"? 16,91 33,03%
SEMILLA T-E 105 74,03 72,25°¢ 42,8"f 53,99d’f 19,18° 35,03
SEMILLA T-E126 72,6 73,01°°¢ 51,37% 52,8°% 26,88 301"
SEMILLA CONTROL S/A 74,31°% 66,53 68,36 64,451 25,765 49,14°
SEMILLA CONTROL C/A 74,31°% 66,53 73,673? 72,32° 71,77° 66,9°"
SUELO T-E3 74,52°¢ 64,4° 53,56 39,16™ 32,11°¢ 56,27
SUELO T-E17 68,67° 80,23° 68,127° 59,34 68,68° 64,83
SUELO T-E20 75,947° 71,67°" 63,2°" 46,08"™ 29,81 53,36°
SUELO T-E 22 74,73 74,22° 47,3% 35,24™ 27,92 54,77
SUELO T-E 39 74,98""| 70,98 59,2°"" 46,55" 39,45"° 57,88
SUELO T-E50 76,77°°¢ 71,15°" 63,95"° 42,02™ 36,74° 55,15
SUELO T-E54 76,15*¢ 70,75"" 51,4"'{ 37,84<™ 25,487 56,97
SUELO T-E72 75,29°" 73,04"¢ 52,95 40,72°™ 35,59"¢ 56,13
SUELO T-E74 77,01%° 73,42 63,033'f 47,12% 32,34°° 54,54
SUELO T-E81 75,99°¢ 70,74"f 37,54 36,59'”“ 25,1 55,27
SUELO T-E 105 75,31°" 68,29°¢ 50,16°" 42,62 30,15 55,44
SUELO T-E126 78,01° 72,96"¢ 61,237¢ 43,65 32,25°¢ 54,52
SUELO CONTROL S/A 75,397 73,56° 61,577¢ 55,527 28,18 57,55°°¢
SUELO CONTROL C/A 75,397 73,56" 73,94° 69,9 74,64° 74,15°

Letras distintas indican diferencias significativas. Test Duncan (p<0,05)
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Anexo 21. Analisis de varianza del grado de marchitez (GM) de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma endéfito, mediante

dos métodos de inoculacién, durante el estrés hidrico.

F.V. SC gl ™M F p-valor Signif. c.v R?
METODO 0 1 0 sd sd N.S
AISLAMIENTO 0 13 0 sd sd N.S
O DDSE | METODO*AISL. 0 13 0 sd sd N.S 0 sd
Error 0 388 0
Total 0 415
METODO 1,33 1 1,33 15,9 0,0001 *
AISLAMIENTO 30,18 13 2,32 27,7 <0,0001 o
6 DDSE | METODO*AISL. 4,23 13 0,33 3,89 <0,0001 o 17,36 0,59
Error 20,79 248 0,08
Total 56,38 275
METODO 0,15 1 0,15 4,26 0,0413 *
AISLAMIENTO 24,42 13 1,88 52,82 <0,0001 o
9 DDSE | METODO*AISL. 0,86 13 0,07 1,86 0,0428 * 8,93 0,84
Error 3,88 109 0,04
Total 29,31 136

DDSE-= Dias Después del Sometimiento del Estrés
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Anexo 22. Grado de marchitez (GM) de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma endoéfito, mediante dos métodos de

inoculacion, durante el estrés hidrico.

METODO DE AISLAM GRADO DE MARCHITEZ
INOCULACION ) 0 DDSE 6 DDSE 9 DDSE

SEMILLA T-E3 0* 2,4° 3,4“
SEMILLA T-E17 o* 1,2° 2,8™
SEMILLA T-E 20 0* 2,4° 4,8°
SEMILLA T-E22 o* 1,0° 3,2
SEMILLA T-E 39 0* 2,6% 5¢
SEMILLA T-E 50 0* 2,4° 4,4°
SEMILLA T-E 54 0* 2,4° 4,25%
SEMILLA T-E 72 0* 2,65 4,4°
SEMILLA T-E 74 0* 2,65 4,6°
SEMILLA T-E81 0* 3,9 5°
SEMILLA T-E 105 0* 3% 4,8°
SEMILLA T-E 126 0* 2,6% 4,8°
SEMILLA CONTROL S/A 0* 2,8°¢ 5¢
SEMILLA CONTROL C/A 0* 0’ 0’
SUELO T-E3 0* 38 4,8°
SUELO T-E17 0* 0,62 2,25°
SUELO T-E 20 0* 2,5° 5¢
SUELO T-E 22 0* 3,7°% 5¢
SUELO T-E 39 0* 2,89 4,4°
SUELO T-E 50 0* 2,3° 4,8°
SUELO T-E 54 0* 3,7°% 5¢
SUELO T-E72 0* 3,11°% 4,5°
SUELO T-E74 0* 2,7°¢ 5¢
SUELO T-E 81 0* 48 5¢
SUELO T-E 105 0* 2,9 4,8°
SUELO T-E 126 0* 2,7°¢ 4,6°
SUELO CONTROL S/A 0* 3,6°¢ 5
SUELO CONTROL C/A 0* 0° 0°

Letras distintas indican diferencias significativas. Test Duncan (p<0,05).
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Anexo 23. Analisis de varianza de la longitud de raices de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma endéfito, mediante dos

métodos de inoculacion.

DDSE F.V. SC gl ™M F p-valor Signif. c.v R?
METODO 33,64 1 33,64 11,66 0,0009 *
AISLAMIENTO 1280,33 12 106,69 36,98 <0,0001 o

0 DDSE | METODO*AISL. 134,08 12 11,17 3,87 0,0001 * 9,08 0,79
Error 294,29 102 2,89
Total 1744,65 127
METODO 1,66 1 1,66 0,39 0,5335 N.S
AISLAMIENTO 1124,73 13 86,52 20,3 <0,0001 o

6 DDSE | METODO™*AISL. 133,3 13 10,25 2,41 0,0068 * 9,42 0,66
Error 477,44 112 4,26
Total 1737,14 139
METODO 1290,63 1| 1290,63| 329,63 <0,0001 o
AISLAMIENTO 379,81 13 29,22 7,46 <0,0001 o

9 DDSE | METODO*AISL. 69,56 13 5,35 1,37 0,1868 N.S 9,21 0,75
Error 438,53 112 3,92
Total 2178,53 139
METODO 143,34 1 143,34 109 <0,0001 o
AISLAMIENTO 33,64 1 33,64 11,66 0,0009 *

PROMEDIO | METODO*AISL. 1280,33 12 106,69 36,98 <0,0001 o 5,47 0,83

Error 134,08 12 11,17 3,87 0,0001 *
Total 294,29 102 2,89

DDSE-= Dias Después del Sometimiento del Estrés
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Anexo 24. Longitud de raices de plantas de cacao colonizadas con Trichoderma

endofito, mediante dos métodos de inoculacion.

METODO D’E AISLAM. LONGITUD DE RAIZ
INOCULACION 0 DDSE 6 DDSE 9 DDSE
SEMILLA T-E3 290,77 672,07°| 617,59°¢
SEMILLA T-E17 54,51’ 130,31°| 366,03%
SEMILLA T-E 20 452,75  481,02| 663,14°°
SEMILLA T-E 22 402,7°¢| 501,59| 568,09°°
SEMILLA T-E 39 327,41°%| 538,87"° 706,3°
SEMILLA T-E 50 349,45%"|  505,26°¢| 633,45
SEMILLA T-E54 402,48"¢| 561,22°°| 703,93
SEMILLA T-E72 340,69°%| 519,65 670,9°°
SEMILLA T-E 74 396,17°%|  472,02“| 626,52°¢
SEMILLA T-E81 367,42°7|  489,92| 636,13°°
SEMILLA T-E 105 418,76 |  490,28| 548,51
SEMILLA T-E126 371,74°7|  484,58“ 541,09°
SEMILLA CONTROL S/A 286,99 | 557,16*° 558,4"
SEMILLA CONTROL C/A 286,99 | 554,91°°| 665,07°°
SUELO T-E3 512,56°| 511,78 392,61°
SUELO T-E17 100,87" 175,75° 181,74
SUELO T-E 20 371,2° 407,29°| 355,03%
SUELO T-E 22 503,75°| 501,08| 366,13
SUELO T-E 39 395,8°¢|  456,71“| 369,39%
SUELO T-E 50 460,74°°|  458,75°| 351,52%
SUELO T-E 54 459,66°°| 577,72°°| 360,52
SUELO T-E72 364,8°7| 55591°°| 345,55%
SUELO T-E 74 418,52°¢|  498,91“ 407,31°
SUELO T-E81 362,22°F|  562,54°°|  411,26°
SUELO T-E 105 446,47°%|  653,67°°| 323,69
SUELO T-E126 294,04 | 553,42°°|  390,02°
SUELO CONTROL S/A 258,37¢|  440,07°| 283,67°
SUELO CONTROL C/A 258,37¢|  446,31“|  282,07°

Letras distintas indican diferencias significativas. Test Duncan (p<0,05).
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Anexo 25. Colonizaciéon endofitica de Trichoderma en secciones de cacao, mediante

inoculacion en semilla (Método 1).
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Anexo 26. Colonizaciéon endofitica de Trichoderma en secciones de cacao, mediante

infestacion en suelo en semilla (Método 2).
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Anexo 27. Marchitez de plantas, a los 0, 6, 9 dias después de someter al estrés hidrico.

TRATAMIENTO
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Anexo 28. Grados de Marchitez en cacao (Escala del 0 al 5), a causa del estrés hidrico.
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Anexo 29. Resultado de analisis de suelo.

N° Solicitud AS0036-11
SOLICITANTE Lab. Fitopatologia ICT (Atte Ing. Betsabe Le6n T.) FECHA DE MUESTREO :14/04/2011
PROCEDENCIA : San Antonio de Cumbaza-Tarapoto-San Martin-San Martin FECHA DE RECEP. LAB : 20/04/2011
EXPERIMENTO : Arboles Forestales FECHA DE REPORTE :29/04/2011
Nmero de Ia muestr ANALISIS MECANICO cic | CATIONES CAMBIABLES [, [ %
amerodelamuesta | ;| CE |CaCOs| MO | N | P | K [Arena| Limo |Arcilla Ca®* [Mg” | K* [ Na" [AP+H" | “qe | Sat
PRl dsim | (%) | (%) | (%) | (ppm)| (ppm) CHASE .| de
Lab. Campo % TEXTURAL meq/100 bases | | ces
1| 04]00162] M1 [464]006] 000 | 217 [010|2013] 30 |7168 8,00 | 20,32 |Fra-Arc-Are|305|071|012 008 | 214 | 091 | 29,95
METODOS :
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. NaHCO3; =0.5M , pH 8.5 Esp. Vis
POTASIO : OLSEN MODIFICADO EXTRACT. NaHCO3; =0.5M , pH 8.5 Esp. Absorcién Atémica

MATERIA ORGANICA
CALCIO Y MAGNESO
ACIDES INTERC.

: WALKLEY y BLACK

: EXTRACT. KCI 0.1N Esp. Absorcién Atémica

: EXTRACT. KCI 1N, Volumetria

La Banda de Shilcayo, 29 de Abril del 2011

Ing. MSc. Luis Zufiga Cernades
Especialista Suelos ICT
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	El mantenimiento o incremento de la absorción de agua lo consiguen a través de un mayor tamaño del sistema radicular y de una mayor eficiencia en la captación del agua del suelo incrementando la conductancia hidráulica a nivel de raíces (Jones et al, ...
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	Se evaluó durante la ausencia de riego (estrés hídrico) cada 24 horas durante 10 días. Se empleó una escala de evaluación de 5 grados de marchitez propuesta por Tyree et al., 2003. (Anexo 28).
	4.3.9.7 Peso fresco y seco de la biomasa:
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