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RESUMEN

El crecimiento vigoroso de plantulas en vivero es un aspecto de vital importancia
para promover una adecuada adaptacion y sobrevivencia en campo definitivo. El
objetivo de la investigacion evaluar el efecto de Trichoderma spp y biochar en
plantulas de cacao en condiciones de vivero. Se realizaron dos experimentos
separados. En el primero se evaluaron 11 cepas de Trichoderma spp sobre el
crecimiento temprano de plantulas de cacao. En el segundo se evaluaron
tratamientos factoriales de tres cepas de Trichoderma (cepa 1, cepa 2 y cepa 3)
y tres tipos de biochar (Arroz, cacao y algarrobo). En ambos experimentos las
principales variables registradas fueron longitud radical (LR), peso seco de
planta (PSP) y area foliar (AF). Los datos fueron analizados a través del ANOVA
y la separaciéon de medias con prueba de Tukey a = 0.05. En el primer
experimento los resultados reportaron diferencias significativas (p<0.05) para las
variables evaluadas, donde las cepas de Trichoderma EM-33, EM-30 y EM-150
lograron los mayores incrementos de crecimiento de las plantas de cacao, con
relacion a las demas cepas probadas. En el segundo experimento, el andlisis de
varianza detect6 diferencias estadisticas significas (p<0.05) para las variables
evaluadas, donde en todos los casos los tratamientos a base de combinaciones
de los biochar de arroz, cacao y algarrobo, con las cepas EM-30, EM-33 y EM-
150 incrementaron el crecimiento de las plantulas de cacao, en comparacion al
tratamiento control que alcanzd los menores promedios de crecimiento. Se
concluye que la combinacién de biochar y las cepas de Trichoderma EM-30, EM-
33 y EM-150 pueden usarse con fines de potenciar crecimiento de plantulas de
cacao en vivero.

Palabras clave: Theobroma cacao, Crecimiento, Biocarb6n, Trichoderma
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ABSTRACT

The vigorous growth of seedlings in the nursery is an aspect of vital importance to
promote adequate adaptation and survival in the definitive field. The objective of the
research is to evaluate the effect of Trichoderma spp and biochar on cocoa seedlings
under nursery conditions. Two separate experiments were performed. In the first, 11
strains of Trichoderma spp were evaluated on the early growth of cocoa seedlings. In
the second, factorial treatments of three strains of Trichoderma (strain 1, strain 2 and
strain 3) and three types of biochar (rice, cocoa and carob) were evaluated. In both
experiments, the main variables recorded were root length (RL), plant dry weight (PSW)
and leaf area (AF). Data were analyzed through ANOVA and separation of means with
Tukey's test a = 0.05. In the first experiment, the resultsreported significant differences
(p<0.05) for the evaluated variables, where the strains of Trichoderma EM-33, EM-30
and EM-150 achieved the greatest increases in growth of cocoa plants, in relation to the
other strains tested. In the second experiment, the analysis of variance detected
significant statistical differences (p<0.05) for the evaluated variables, where in all cases
the treatments based on combinations of rice, cocoa and carob biochar, with the EM-30
strains, EM-33 and EM-150 increased the growth of cocoa seedlings, compared to the
control treatment that reached the lowest growth averages. It is concluded that the
combination of biochar and the Trichoderma EM-30, EM-33 and EM-150 strains can be
used to enhance the growth of cocoa seedlings in the nursery.

Keywords: Theobroma cacao, Growth, Biochar, Trichod



CAPITULO |. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Ecuador es el primer exportador mundial de cacao fino y de aroma, rubro
importante en la generacion trabajo, ingresos econdémicos y divisas para el pais
(Morales et al., 2018). Sin embargo, presenta los rendimientos mas bajos de la
region sudamericana, y su cadena productiva presenta varios riegos que

merman su produccion (Rodriguez y Fusco, 2017; FAO, 2019).

Para lograr una agricultura sostenible es necesario comprender que los recursos
naturales suelo, agua y planta funcionan como un sistema y al ser afectado por
las plagas, se rompen el equilibrio natural (Robert et al., 2017). Aunque el control
quimico es una alternativa rdpida en muchos casos ocasionan la contaminacion
de los recursos mencionados, debido a que estan constituidos en su formulacién
por metales pesados como; cobre (Cu), plomo (Pb), Arsénico (As), entre otros,
gue se acumulan en el suelo contaminan el agua e intoxican a las plantas. Por
tanto, este control acentla la ruptura del equilibrio de los sistemas agrarios,
afectando la sostenibilidad (Zhao et al., 2019).

En este contexto, investigaciones recientes sugieren que el uso de
microorganismos y biochar puede mejorar notablemente el crecimiento de
plantulas de cacao (Gutiérrez et al., 2011; Poorter et al., 2012; Bahrun et al.,
2017). Sin embargo, debido a la carencia de informacién relacionada al uso de
microorganismos y biochar en cacao para mejorar calidad de plantas en vivero,
la presente propuesta de investigacion plantea la siguiente interrogante: ¢ Puede
el biochar y microorganismos promover el crecimiento vegetal y mejorar la

calidad fisiolégica de plantas de cacao?

1.2. JUSTIFICACION

La produccion de plantulas de cacao vigorosas en el vivero es la base de su
establecimiento en campo. Bajo condiciones locales, la calidad fisiologica de
plantas en vivero no ha sido un parametro evaluado en plantulas de cacao, mas
aun el uso de biochar y microorganismo para inducir una mayor tasa de

crecimiento y por ende mayor calidad fisiol6gica de plantulas en vivero, situacién



gue no ha permitido renovar y establecer plantaciones de cacaoteras con alta

homogeneidad y capacidad productiva.

La aplicacion de biocarbén como enmienda del suelo ha recibido mucha
atencion, por muchas razones. Como neutralizar la acidez en el suelo, crear un
sumidero de carbono (C) para mitigar el calentamiento global, aumentar el agua
del suelo capacidad de retencion, reduciendo las emisiones de gases de efecto
invernadero y estabilizando los metales pesados mdviles, plaguicidas y otros
contaminantes organicos en el suelo. Se ha informado que la adicién de
biocarbén a suelos pobres en nutrientes mejora la disponibilidad de nutrientes y

aumenta biomasa (Alburquerque et al., 2014).

El biocarbon se ha descrito como una posible herramienta para el suelo. mejora
de la fertilidad, posible adsorcion de elementos téxicos, y mitigacion del cambio
climético (Ennis et al., 2012; Stewart et al., 2013). Varios estudios han
demostrado que la aplicacion de biocarbon al suelo puede mejorar las
condiciones fisicas y quimicas del suelo y sus propiedades, mejoran la
disponibilidad de nutrientes de las plantas, crecimiento, rendimiento y aumentan

el crecimiento microbiano (Mukheriee et al., 2013; Sohi et al., 2010).

Los hongos, como es el caso de Trichoderma sp. pueden contribuir con un mejor
desarrollo de plantas, mayor productividad y calidad de cultivos debido a que
disminuyen el estrés causado por enfermedades y estreses abibticos como la

falta de agua y metales pesados (Tuesta et al., 2016).

Las especies de Trichoderma son capaces de desarrollarse en una amplia gama
de sustratos lo que facilita su produccién masiva para uso en la agricultura.
Presenta una gran tolerancia a las condiciones ambientales extremas y
habitat donde los hongos son causantes de diversas enfermedades y por ello,
se convierte en un buen agente de control (Ramos et al., 2008). Ademas
actuan como estimulador del crecimiento de las plantas ya que estos hongos son
capaces de producir sustancias estimuladoras del crecimiento y desarrollo de las
plantas. Estas sustancias, actlan como catalizadores o aceleradores de los
tejidos meristematicos primarios en las partes jovenes de éstas y asi, aceleran

su reproduccion celular, logrando que las plantas alcancen un desarrollo mas



rapido que aquellas plantas que no hayan sido tratadas con dicho

microorganismo (Alvaro, 2019).

Este trabajo de integracion curricular trata de aportar a lo propuesto en la Agenda
2030 para el Desarrollo Sostenible en su Objetivo 12. Garantizar modalidades
de consumo y produccion sostenibles, en su meta 12.2 De aqui a 2030, lograr la

gestion sostenible y el uso eficiente de los recursos naturales

En estas circunstancias, con la ejecucion del proyecto de investigacion
propuesto, se pretende demostrar que con el uso de biochar y Trichoderma spp
las plantulas de cacao promuevan el crecimiento vegetal, y por ende su
capacidad adaptativa para soportar las condiciones de campo. Por lo

anteriormente expuesto, la investigacion se justifica plenamente.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de Trichoderma spp y biochar en plantulas de cacao en

condiciones de vivero.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Se determinara las cepas de Trichoderma spp que generen mayor
promocion de crecimiento en las plantulas de cacao
e Se defini6 el tipo de biochar que estimule la promocion de crecimiento de
las plantulas

1.4. HIPOTESIS, PREMISAS Y/O IDEAS A DEFENDER

La aplicacion de Trichoderma spp y biochar promueven un mayor crecimiento en

las plantulas de cacao en condiciones de vivero.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

1. DEFINICION SOBRE CACAO

El cacao es comercializado en todo el planeta, en un mercado que se diversifica
y se hace exigente en volumen y calidad permanentemente. La comercializacion
del cacao y todos sus derivados (manteca de cacao, polvo, torta, pasta o licor y
chocolates) se calculan en funcion de su equivalente en granos de cacao. Su
procesamiento y comercializacion da lugar a una agrocadena global con
excelentes proyecciones de mercado y resultados financieros en la que
participan actores de los paises productores y consumidores (productores,
empresas procesadoras, exportadores, industrias fabricantes de chocolate,

comercializadoras mayoristas, minoristas y consumidores) (Arvelo et al., Sf).

2. CLASIFICACION DEL CACAO

De acuerdo a Avendafio (2011), existen basicamente tres tipologias de cultivares
a partir de los cuales se desprenden las variedades, hibridos y clones que hoy

se siembran en el mundo se muestran a continuacion:

e Los cacaos “Criollos” tienen su origen en el norte de Sudamérica y
Centroamérica, se caracterizan por poseer un sabor suave y aromatico,
se encuentran principalmente en Venezuela, América Central, Papua
Nueva Guinea, Las Antillas del Caribe, Sri Lanka, Timor Oriental y Java.
Sin embargo, debido a su alta susceptibilidad a enfermedades y a su baja
productividad han venido reduciendo su presencia como cultivo y en el
mercado. Se caracterizan por poseer frutos alargados de punta
pronunciada, doblada y aguda; la superficie de estos frutos es
generalmente rugosa, delgada, de color verde con manchas en forma de
salpicaduras que van desde los colores rojo a purpura oscuro.

e Los cacaos del tipo “Forastero” dominan la produccion y el comercio
mundial de granos, son originarios de la cuenca amazonica y son
producidos en los cuatro continentes cacaoteros (Africa, Asia, América y
Oceania). Se caracterizan por tener frutos generalmente ovalados y

cortos, de colores que varian entre el verde y amarillo al madurar, de



superficie lisa, con corteza gruesa y lignificada en su interior; de granos
pequefios y aplanados, colores que van desde purpura oscuro e intenso
hasta el violeta palido, dependiendo del contenido de sus taninos. Sobre
este tipo de cacao descansa la gran biodiversidad de la especie en base
a la poblacion silvestre.

e Los “Trinitarios” son tipos generados por la hibridacién de criollos x
forasteros, son muy heterogéneos genéticamente y morfolégicamente,
aungue no es posible delimitarlos a través de caracteristicas externas
comunes. Hoy su cultivo esta ampliamente extendido en América y en
algunos paises de Africa (Trinidad y Tobago, Venezuela, Ecuador,
México, Centroamérica, Camerin, Samoa, Sri Lanka, Java y Papua

Nueva Guinea) y representa alrededor del 15 % de la produccién mundial.

3. PRODUCCION CACAOTERA MUNDIAL Y EN AMERICA

La produccion mundial de cacao supera los 4 000 000 de TM de granos y cinco
paises (Costa de Marfil, Ghana, Indonesia, Nigeria y Camerun) concentran el 84
% de la produccion mundial. El continente africano es responsable del 73 % de
la produccion y del 64 % de la superficie sembrada de cacao; los paises de
América contribuyen con el 17 % de produccion mundial y el 17 % del area
sembrada de cacao; Asia y Oceania aportan el 10 % de la produccién y el 19 %
de la superficie sembrada. En cincuenta afios la produccién de cacao ha crecido
de manera sostenida logrando cuadruplicar la oferta de cacao a nivel mundial,
especialmente durante las décadas de los ochenta, noventa y la primera del
actual siglo (ICCO, 2016).

Sin embargo, a partir del afio 2011 se denota una importante reduccion de la
tasa de crecimiento que traia la produccion de cacao a nivel mundial,
estimandose una reduccion de 300 000 TM con respecto a la alcanzada en la
cosecha del 2011. La produccion de cacao a nivel mundial es altamente
dependiente de las condiciones climaticas. Las lluvias, las temperaturas y la
humedad relativa son parametros que tienen un impacto sobre la produccion
cacaoteralb, la variabilidad de los factores climaticos afecta el ciclo fisioldgico

del cultivo, pero ademas condicionan la probabilidad de incidencia de las plagas



y enfermedades, razon por la cual la produccion de cacao ha sido creciente pero

interanualmente erratica (ICCO, 2016).}
4. ASPECTOS GENERALES DE TRICHODERMA

El género Trichoderma esta en el ambiente y especialmente en el suelo. Se ha
utilizado en aplicaciones comerciales para la produccién de enzimas y para la
regulacion de los fitopatdgenos que enferman las plantas. Se encuentra en
suelos abundantes en materia organica y por su relacion con ella esta clasificado
en el grupo de hongos hipdgeos, lignolicolas y depredadores. Es aerébico y
pueden estar en los suelos con pH neutro hasta acido (Villegas, 2019).

Morfologicamente, es un hongo que posee estructuras del tipo de conidias
hialinas uniceluladas, ovoide en conidioforo hialino largo no verticilado, nace en
centros pequefios. Tiene la capacidad de producir clamidosporas en sustratos
naturales, estructuras de vital importancia para la sobrevivencia del género en el
suelo bajo condiciones adversas. Es saprofito del suelo y de la madera y el
crecimiento en el suelo es muy rapido. El modo de accion de Trichoderma esta
asociado a la descomposicion de la materia organica que hay en el suelo y por
el antagonismo con microorganismos patdégenos a las plantas usando procesos
de amensalismo, depredacién, parasitismo y competicion, y por su

Hiperparasitismo (Villegas, 2019).

El género Trichoderma es un excelente modelo para ser estudiado debido a su
facil aislamiento y cultivo, rapido desarrollo en varios sustratos y por su condicién
de controlador biolégico de una amplia gama de fitopatdgenos (Fernandez
2001). Trichoderma se ubica taxonémicamente segun Villegas, (2005) en:

TAXONOMIA

Tabla 1. Clasificacién taxondémica del Trichoderma
Reino Fungi
Division Mycota
Subdivision Eumycota
Clase Hyphomycetes

Orden Moniliales




Familia Moniliaceae

Género Trichoderma

La mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco, que

se tornan a verde oscuro o amarillento, con esporulacion densa. El micelio es

ralo en su mayoria, y visto al microscopio es fino, los conidi6foros son
ramificados, parecen un arbol pequefio. Los mismos se presentan como
penachos compactados que forman anillos con un sistema de ramas irregular de
manera piramidal. Estos terminan en fialides donde se forman las esporas
asexuales o conidios, de gran importancia para la identificacion taxonémica a
nivel de especies (Harman, 2003). Los conidios aseguran las generaciones del
hongo durante gran parte del periodo vegetativo de las plantas. Son haploides y
su pared esta compuesta por quitina y glucanos. Ademas de los conidi6foros,
estas se pueden producir sobre fidlides que emergen directamente del micelio
(Harman, 2003).

5. MECANISMOS DE ACCION DE TRICHODERMA

En la accién biocontroladora de Trichoderma se han descrito diferentes
mecanismos de accion que regulan el desarrollo de los hongos fitopatégenos
dianas. Entre estos, los principales son la competencia por espacio y nutrientes,
el micoparasitismo y la antibiosis, los que tienen una accion directa frente al
hongo fitopatégeno. Estos mecanismos se ven favorecidos por la habilidad de
los aislamientos de Trichoderma para colonizar la rizosfera de las plantas. Otros
autores han sugerido distintos mecanismos responsables de su actividad

biocontroladora (Lorenzo, 2001).

Ademas, se conoce que Trichoderma presenta otros mecanismos, cuya accion
biorreguladora es de forma indirecta. Entre estos se pueden mencionar los que
elicitan o inducen mecanismos de defensa fisiologicos y bioquimicos como es la
activacion en la planta de compuestos relacionados con la resistencia (Induccién
de Resistencia) (Harman, 2004), con la detoxificacion de toxinas excretadas por
patdgenos y la desactivacion de enzimas de estos durante el proceso de

infeccion; la solubilizacién de elementos nutritivos, que en su forma original no



son accesibles para las plantas. Tienen la capacidad de crear un ambiente
favorable al desarrollo radical lo que aumenta la tolerancia de la planta al estrés
(Harman, 2003).

2.5.1. COMPETENCIA

Las diversas cepas de Trichoderma crecenrapidamente cuando se inoculan en
suelo ya que son naturalmente resistentes a muchos compuestos toxicos
incluyendo herbicidas, fungicidas y pesticidas tales como DDT y compuestos
fendlicos. Ademas, se recuperan muy rapidamente después de la adicion de
dosis subletales de algunos de estos compuestos. La inanicion es la causa mas
comun de muerte para microorganismos; por tanto, la competencia por
nutrientes limitantes, resulta ser una eficiente forma de control de muchos
hongos fitopatdgenos (Harman et al., 2004), Este mecanismo de accion se
encuentra representado en hongos filamentosos, donde la toma de hierro es
esencial para la viabilidad de los mismos. Bajo condiciones de deficiencias de
hierro, el hongo excreta agentes quelantes especificos de bajo peso molecular
llamados sideroforos, que le permiten tomar el hierro en forma reducida (Chavez,
2004),

2.5.2. ANTIBIOSIS

Es una interaccion que se da entre dos organismos de diferente especie, en la
cual, uno de ellos resulta dafiino y perjudicial para el otro, ya que produce una
sustancia que resulta nociva para la otra especie. Se trata, por tanto, de
una interaccién biologica en la que no existe la posibilidad de supervivencia al
mismo tiempo de unos determinados organismos en las inmediaciones de otros.
El efecto dafiino de toda antibiosis se debe a la accion de una sustancia quimica
nociva producida por el organismo que quiere acabar con su competencia. Dicha

sustancia recibe el nombre de antibiético (Fdez, 2019).
2.5.3. Micoparasitismo

Segun Fernandez (2001), manifiesta que el micoparasitismo se trata de la accién

directa de un hongo parasitando a otro, donde el patdgeno es utilizado como



alimento por su antagonista. Este tipo de mecanismo se basa en la produccion,
por parte del antagonista, de enzimas extracelulares, como la quitinasa, celulasa,
J3, 1-3-glucanasa y la proteasa, que utiliza para romper las estructuras del
patbgeno, y poderlo parasitar. El parasitismo puede ocurrir mediante la
penetracion, el engrosamiento de hifas, la produccion de haustorios y la
desorganizacion del contenido celular.También mencionan que en el proceso de
micoparasitismo ejercido por Trichoderma se produce en varias etapas
sucesivas, que comienza por el crecimiento quimiotrofico de Trichoderma hacia
el hospedante, estimulado por moléculas procedentes del mismo, de naturaleza
desconocida. Las Unicas que se han detectado hasta ahora son aminoacidos y
azucares, por lo que no cabe esperar que la induccién sea especifica del

hospedante.

6. IMPORTANCIA AGRICOLA DEL
GENERO TRICHODERMA COMO AGENTE DE BIOCONTROL

Las especies de Trichoderma predominan en ecosistemas terrestres (bosques o
suelos agricolas), tienen bajo requerimiento nutrimental pero relativamente
amplio rango de temperatura (25-30°C) para su crecimiento (Sandle, 2014).
Ademas, poseen alta adaptabilidad a condiciones ecoldgicas y pueden crecer de
manera saprofitica, interactian con animales y plantas (Zeilinger et al., 2016), y
se desarrollan en diversos sustratos, lo cual facilita su produccién masiva para
uso en la agricultura (Ramos et al., 2008). Es por ello que el estudio de la
diversidad de especies de Trichoderma en diversos habitats naturales, permite
ampliar el conocimiento sobre su aporte biotecnolégico, y su importancia

ecoldgica y agricola (Jaklitsch y Voglmayr, 2015; Torres et al., 2015).

Diversas especies de este género estan asociadas con la rizésfera de plantas o
pueden relacionarse de manera endofitica, por lo que pueden promover el
crecimiento y desarrollo de las plantas, mediante la produccion de auxinas y
giberelinas; también pueden producir acidos organicos (glucénico, fumarico, y
citrico) que pueden disminuir el pH del suelo y propiciar la solubilizacion de
fosfatos, magnesio, hierro y manganeso, los cuales son vitales para el

metabolismo vegetal (Torres_et al., 2015; Sharma et al., 2017). Ademas, este


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B61
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B72
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B46
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B67
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B67
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género fungico es importante para las plantas, al contribuir en el control de
hongos fitopatdgenos, ya que poseen propiedades micoparasitarias y
antibidticas, por lo que algunas especies han sido catalogadas como excelentes
agentes de control biolégico de hongos causantes de enfermedades en
diferentes plantas (Argumedo_et al., 2009). Este hongo toma nutrientes de los
hongos que parasita y de materiales organicos, ayudando a su descomposicion,
por lo cual las incorporaciones de materia organica y compostas favorecen su

proliferacion (Ramos et al., 2008).

7. IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA DEL
GENERO TRICHODERMA: APLICACIONES INDUSTRIALES

Trichoderma esta entre los agentes de control biolégico mas exitosos en la
agricultura, formando parte de mas del 60% de los biofungicidas registrados en
el mundo. Este microorganismo esta presente en el mercado como
bioplaguicida, biofertilizante, promotor del rendimiento y crecimiento vegetal, y
como solubilizador de nutrientes en campos agricolas o descomponedor de
materia organica (Vinale et al., 2008; Charoenrak y Chamswarng,
2016). Trichoderma se produce en formulaciones sélidas y liquidas con in6culo
viable (hifas, clamidosporas y conidias) para usarlo como agente de biocontrol
(Cumagun, 2014) Ambas formulaciones requieren el secado para obtener un
producto estable con prolongada vida de anaquel; asi, el secado por aspersion
es el mas utilizado a escala industrial por su bajo costo y eficiencia (Morgan et
al., 2006). La mayoria de estos bioformulados se preparan a base de las
especies T. viride, T. virens, y en mayor proporcion T. harzianum (Vargas et al.,
2015).

Para asegurar el éxito de Trichoderma como biocontrolador, éste debe ser
inmovilizado en ciertos portadores, y preparado en formulaciones de facil
aplicacién, almacenamiento, comercializacién y aplicacion en campo. Algunas
formulaciones comerciales de este microorganismo corresponden a talcos,
vermiculita-salvado de trigo, granulos de pesta (masa cohesiva hecha de harina

de trigo, rellenos y otros aditivos que contienen al hongo), cascara de café, aceite


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B9
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B69
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B23
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B23
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B25
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B55
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B55
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B68
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B68
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vegetal o mineral, y desechos de banano (Musa paradisiaca) (Kumar et al.,
2014).

8. PROMOTOR DE CRECIMIENTO

Babbitt (2003), indica que uno de los mecanismos que tienen los hongos para
promover el crecimiento de las plantas es precisamente eliminando los
patégenos que lo atacan. Pero no es éste el Unico mecanismo, también son
capaces de solubilizar micronutrientes, incrementar la absorcion y de producir
reguladores del crecimiento vegetal. Tienen la capacidad de bloquear sitios de
infeccion de los patdégenos, ya que colonizan en forma competitiva las raices. Asi
mismo, menciona que puede haber que un mismo aislamiento se comporte tanto

como promotor del crecimiento vegetativo y como antagonista.

9. ORIGEN DEL BIOCHAR

El concepto de biochar es relativamente reciente y el interés por su aplicacion a
suelos agricolas se debe principalmente al descubrimiento de sustancias de 33
naturaleza similar al biochar en tierras oscuras de la Amazonia, conocidas
localmente como Terra preta do indio. Estos suelos son ricos en C organico y
muy feértiles, lo que representa una anomalia respecto a los suelos de la selva

Amazonica que suelen ser muy pobres en nutrientes (Ippolito, 2015).

Se considera que los inicios de la formacién de Terra Preta de Indio
corresponden aproximadamente a los ultimos tiempos del periodo pre-colombino

en la Amazonia (Neves et al., 2003).

Orlando (2012) comenté que antes se pensaba que soélo se encontraban en la
Amazonia, pero aseguro que recientemente este tipo de suelos también pueden

encontrase en México y Africa.

2.9.1. BIOCHAR

El biochar es un producto rico en carbono, que se produce por la descomposicion
térmica de la materia organica con bajo suministro de oxigeno a temperaturas
de <700°C (Lenham y Joseph 2009). Se hace principalmente para aplicar en el
suelo mejorando su productividad y almacenamiento de carbono (Orbegozo,
2012).


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B49
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0719-38902019000100098#B49
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El biochar es un producto que posibilita las practicas sostenibles en los
agroecosistemas, ya que mejora la fertilidad del suelo y la eficiencia del uso de
nutrientes, facilitando ademéas el uso de elementos disponibles localmente
(Stocking, 2003). Por otro lado, el biochar no sélo aumenta la productividad del
suelo, sino también disminuye el impacto ambiental en los recursos hidricos del

suelo (Robertson y Swinton 2005).

2.9.2. CARACTERISTICAS DEL BIOCHAR

Como hemos mencionado con anterioridad, las caracteristicas de cada biochar
pueden variar considerablemente dependiendo del material de partida y de las
condiciones de pirdlisis, sin embargo, los biochars comparten una serie de
caracteristicas comunes; poseen un contenido elevado de C recalcitrante, en su
mayor parte condensado en anillos aromaticos, lo que le confiere su elevado
potencial de secuestro de C. También cabe destacar la presencia de nutrientes
asociados a su fraccion mineral (K, Ca, Mg, P, S, etc.). La mayoria de los
biochars son alcalinos (pH > 7) y dependiendo de la dosis aplicada al suelo,

pueden ejercer un efecto de encalado sobre el mismo (Van Zwieten et al. 2010).

2.9.3. COMPOSICION DEL BIOCHAR

La propiedad que la define es que la parte organica del biochar tiene un alto
contenido de C que forman compuestos aromaticos que se caracterizan por
anillos de seis atomos de C unidos entre ellos sin O o hidrégeno (H), que son de
otro modo, los &tomos mas abundantes en la materia organica viva. Si estos
anillos arométicos se organizaran en laminas perfectamente apiladas, formarian
grafito. Bajo las temperaturas a las que se obtiene biochar, el grafito no se forma
en cantidades significativas. En vez de eso, el C se organiza de un modo mas
irregular, conteniendo O y Hy, en algunos casos minerales (cenizas incrustadas

en los poros), dependiendo de la materia prima empleada (Oses, 2012).

2.9.4. PROPIEDADES FiSICAS DEL BIOCHAR

Las propiedades fisicas del biochar contribuyen a su funcion como herramienta
para la gestion del medioambiente. Sus caracteristicas fisicas pueden ser
relacionadas directa e indirectamente al modo en el que afectan al suelo. Los
suelos tienen cada uno diferentes propiedades fisicas, dependiendo de su

naturaleza mineral y materia organica, cantidades relativas y el modo en el que
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la materia organica se asocia. Cuando el biochar esta presente en la mezcla del
suelo, su contribucién a la naturaleza fisica del sistema puede ser significativa,
influenciando la profundidad, textura, estructura, porosidad y consistencia
cambiando el volumen del area superficial, distribucién del tamafio de los poros,
distribucion del tamafio de las particulas, densidad y la aglomeracion (Olmo,
2016).

2.9.5. PROCESO DE OBTENCION DEL BIOCHAR

La pirdlisis es la degradacion térmica o volatilizacion de la biomasa que en
ausencia de oxigeno permite obtener una fraccion de sdlidos, liquidos y gases.
El producto liquido o bioaceite podra ser transformado y aprovechado como un
combustible rico en hidrocarburos para la generacion de energia térmica o
mecanica o0 su combustion en motores. El gas de sintesis a su vez también
puede ser empleado en la generacidon de energia térmica 0 mecanica o bien ser
empleado para la produccién de otros productos quimicos. Finalmente, el
material solido, fraccion de la que se obtendra el biochar, se puede destinar bien
a su combustién en procesos industriales o como materia prima para generar

carbon activado, (Trujillo, 2017)

2.9.6. BENEFICIOS DE INCORPORAR BIOCHAR

El biochar es considerado como un acondicionador del suelo, que mejora sus
propiedades fisicas, quimicas y biologicas, afiadido al suministro y retencion de
nutrientes, mejorando su fertilidad liberando importantes cantidades de fésforo y
otros nutrientes esenciales como el azufre y su productividad. Estos beneficios
del biochar se han atribuido a diversos efectos, como la disminucion en la
densidad aparente, la mejora de la dinamica del agua al modificar la estructura
del suelo y la capacidad de almacenamiento de agua del terreno, el aumento de
la capacidad de intercambio cationico y el efecto encalante, (Escalante et al;
2016).

2.9.7. MECANISMOS DE INCORPORACION Y MOVIMIENTO DEL
BIOCHAR EN EL SUELO

El biochar se incorpora dentro del suelo, en la mayoria de los casos, en vez de
guedar en la superficie donde el viento o la erosion hidrica pueden transportar

las particulas de biochar. El biochar tiene unas propiedades unicas que la hace
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especialmente susceptible al movimiento en el suelo. El biochar puede

movilizarse a diferentes escalas en el medio natural (Oses, 2012).

2.9.8. CAMBIOS FiSICOS DEL BIOCHAR EN EL SUELO

Fragmentacion de las particulas: Cuando las particulas grandes de
biochar se fragmentan en particulas mas pequefias por medios fisicos,
exponiendo mas superficie que queda disponible para aumentar los
procesos quimicos y biolégicos que actian en estas particulas en el suelo.
Se han identificado varios procesos que producen fragmentacion en las
particulas de biochar en el suelo.

Procesos de hielo-deshielo: En lugares con gradientes de temperaturas
prominentes y ciclos frecuentes de hielo-deshielo (como lugares
elevados), las particulas grandes de bichar pueden fragmentarse en
particulas mas pequefias cuando el agua penetra en los poros y se dilata
durante la congelacion, forzando la ruptura de las particulas mas grandes
de biochar.

Viento y lluvia: Las gotas de lluvia y el viento pueden reducir el tamafio
de las particulas de biochar de algunos tipos de biochar. El biochar
proveniente de prados y sotobosque es mas sensible a impactos fisicos
que el biochar de madera. Este tipo de fragmentacién puede minimizarse
con la incorporacion de enmiendas dentro del suelo, aunque se requiere

de mayor investigacion en este campo (Oses, 2012).



CAPITULO lIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacion se realizdé en el laboratorio de Biologia
Molecular de la carrera de Medicina Veterinaria de la ESPAM MFL (Escuela
Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix Lopez”) y el
experimento se desarrolld en el vivero de la carrera de Ingenieria Agricola de la
ESPAM — MFL, ubicada en el sitio El Limén, del canton Bolivar, de la provincia
de Manabi, situada a una altitud de 15 msnm y geogréficamente entre las
coordenadas 00°49°23” Latitud Sur, 80°11°01” Longitud Oeste.

3.2. DURACION

El presente trabajo de investigacion tuvo una duracion de 5 meses. Se
desarroll6 en dos fases: laboratorio y vivero

3.3. METODOS Y TECNICAS

El trabajo se efectué mediante el método de observacion, experimentacion,

comparacion y analisis.

3.3.1. FASE 1

e MATERIAL VEGETAL

Se utilizé semillas de cacao Nacional

3.4. DELINEAMIENTO EXPERIMENTAL
3.4.1. DISENO Y UNIDAD EXPERIMENTAL

Para la ejecucion del experimento el ensayo se establecié un DCA con 11
tratamientos, 3 repeticiones y 33 unidades experimentales. La unidad
experimental se conformé por 5 plantulas. Se realizo el analisis de varianza y la
prueba Tukey p<0,05para las fuentes de variacion que tengan significacion

estadistica en las variables respuesta evaluadas. Para el analisis de los datos se



16

utilizé el programa INFOSTAT (Di Rienzo, Balzarini, Gonzales, Casanoves,

Tablada y Robledo, 2010). A continuacion, se presenta el esquema de ADEVA.

Tabla 2. Esquema ADEVA

Fuente de variacion G.L
Tratamiento 10
Error 29

Total 39

3.5. MANEJO DEL EXPERIMENTO

a. PREPARACION DEL SUSTRATO

El sustrato se prepar6 con tierra, materia organica (cascarilla de arroz) en una
relacion 3:1, el uso de materia organica se lo realizé con la finalidad de que los
hongos puedan tener las condiciones alimenticias necesarias para desarrollar su
crecimiento y formacion de estructuras reproductivas. El sustrato se homogenizo
y se llené en fundas plasticas de polietileno oscuras en una cantidad aproximada
de 2 kg/funda.

b. ESTERILIZACION

El sustrato se desinfecté mediante un método fisico: “Solarizacion”, proceso que
consistié en colocar el sustrato en el suelo, humedecerlo a capacidad de campo,
cubrirlo con plastico negro y exponerlo a los rayos solares durante 20 dias. El
objetivo de la desinfeccion es eliminar o, en su defecto, reducir la poblacién de
patégenos (bacterias, hongos, nematodos) que habitan en el suelo, los cuales

provocan mermas en la produccion.

c. LLENADO DE FUNDAS
Una vez esterilizado el sustrato se llené las fundas plasticas (12 cm de largo x

8cm de ancho), de color oscuro.
d. PREPARACION DEL INOCULO

Las semillas de cacao (103) se lavaron con solucién de hipoclorito de sodio al 1
% por 1 minuto, tres lavados consecutivos con agua destilada esterilizada y se
secaron sobre papel filtro en la camara de flujo laminar y se depositaron en
fundas de 2 kg, con sustrato de suelo y cascarilla de arroz (relacién 3: 1). Las

cepas se sembraron en medio sélido para que se desarrollaran hasta formar
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colonias notables (aproximadamente 7 dias después de la siembra). En la
primera aplicacion las cepas de Trichoderma se resuspendieron en medio liquido
el (agua estéril) hasta lograr un titulo de 108 UFC/ml. El indculo se aplicé en el
momento de la siembra (1,0 ml/semilla) y sometidas a secado y posteriormente
(3,0 ml/planta), la segunda y tercera aplicacion se realiz6 a los 10 y 20 dias

después de la germinacion.

3.6. VARIABLES RESPUESTAS Y METODO DE EVALUACION

a. ALTURA DE PLANTA

Se determind realizando una medicion desde el cuello de raiz hasta el meristemo

mas distal de la parte aérea de la planta a los 20,40 y 60 dias.
b. LONGITUD RADICULAR

Se determiné tomando la planta y midiendo desde el cuello de raiz hasta el

extremo mas distal de la raiz de la planta 20,40 y 60 dias.
C. PESO SECO DE LA RAIZ Y PARTE AEREA

Se tomaron los tejidos seccionados por el cuello de la raiz y se llevaron a una
estufa a 100°C, durante 72 horas, para luego de esto se determiné el peso seco
de cada una de las partes 20,40 y 60 dias.

3.7. VARIABLES DE TASA DE CRECIMIENTO
d. TASA DE CRECIMIENTO RELATIVO (TCR)

Se definié como el incremento de material vegetal por unidad de material vegetal
existente y por unidad de tiempo. Se resgistro a los 20, 40 y 60 dias después de
la siembra de plantulas en bolsas de polietileno, para lo cual se aplica la siguiente

ecuacion:

LnP2 -LnP1, _ 1
— 7 ) —(gg) dia

€. TASA DE CRECIMIENTO ABSOLUTO (TCA)

TCR= (

Se define como el incremento de peso seco de material vegetal (P) por unidad
de tiempo. Se resgistro a los 20, 40 y 60 dias después de la siembra de plantulas

en bolsas de polietileno, para lo cual se aplica la siguiente ecuacion:
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(P2 —P1) _
(T2 -T1)

-1
TCA = gdia
Dénde: P2 = Peso final; P1 = Peso inicial; T2 = Tiempo final; T1 = Tiempo inicial,

Ln = Logaritmo neperiano.
f. TASA DE ASIMILACION NETA (TAN)

Es una medida de la eficiencia de una planta o de una poblacion como sistema
asimilativo, es decir, la ganancia neta de asimilados por unidad de area foliar y
por unidad de tiempo. Se resgistré a los 20, 40 y 60 dias después de la siembra

de plantulas en bolsas de polietileno, para lo cual se aplica la siguiente ecuacion:

(P2 —P1)/(T2 -T1) 1

(Ln AF2 —Ln AF1)/(AF2 —AF1)

g. RELACION DE AREA FOLIAR (RAF)

TAN = =g cm2 dia

Es la relacion existente entre el area foliar expuesta por la planta o tejido
fotosintetizador y la biomasa total de la planta. Se resgistré a los 20, 40 y 60 dias
después de la siembra de plantulas en bolsas de polietileno, para lo cual se
aplica cualquiera de las siguientes ecuaciones:

(AF1+AF2) 2 -1

RAF = S

AF1 AF2

RAF = (_"1—?) = cm2 g_1
(2]
Dénde: P2 = Peso final; P1 = Peso inicial; T2 = Tiempo final; T1 = Tiempo inicial;

AF2 = Area foliar final; AF1 = Area foliar inicial; Ln = Logaritmo neperiano

3.8. FASE 2
A partir del ensayo anterior, se seleccionaron las 3 cepas con los resultados mas

destacables en promocion de crecimiento y se evaluaron con biochar de 3

fuentes diferentes, obteniendo los siguientes factores.

3.8.1. FACTORES EN ESTUDIO
e Factor A (Aislados de Trichoderma)

e Factor B (Fuentes de Biochar)



19

3.9. NIVELES

3.9.1. AISLADOS DE TRICHODERMA
al. Aislado
a2. Aislado
a3. Aislado

3.9.2. FUENTES DE BIOCHAR
bl. Biochar de arroz

b2. Biochar de cacao

b3. Biochar de algarrobo

4. MATERIAL VEGETAL

Se utilizé semillas de cacao Nacional

4.1. DELINEAMIENTO EXPERIMENTAL

4.1.1. DISENO Y UNIDAD EXPERIMENTAL

Para la ejecucion del experimento el ensayo se estableci6 con DCA con 3
tratamientos, 3 repeticiones y 9 unidades experimentales. La unidad
experimental estuvo conformada por 5 plantulas. Se realizdé el analisis de
varianza y la prueba Tukey p<0,05para las fuentes de variacion que tengan
significacion estadistica en las variables respuesta evaluadas. Para el analisis
de los datos se utilizé el programa INFOSTAT (Di Rienzo, Balzarini, Gonzales,
Casanoves, Tablada y Robledo, 2010). A continuacién, se presenta el esquema
de ADEVA.

4.2. MANEJO DEL EXPERIMENTO
a. PREPARACION DEL SUSTRATO

El sustrato se prepar6 con tierra, materia organica (cascarilla de arroz) en una
relacion 3:1, y se le adicionara 5g/funda de las fuentes de biochar, el uso de
materia organica se lo realizé con la finalidad de que los hongos puedan tener
las condiciones alimenticias necesarias para desarrollar su crecimiento y
formacion de estructuras reproductivas. El sustrato se homogenizd y se llené en
fundas plasticas de polietileno oscuras en una cantidad aproximada de 2
kg/funda.
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b. ESTERILIZACION
El sustrato se desinfectdé mediante un método fisico: “Solarizacion”, proceso
gue consistié en colocar el sustrato en el suelo, humedecerlo a capacidad de
campo, cubrirlo con plastico negro y exponerlo a los rayos solares durante 20
dias, El objetivo de la desinfeccion es eliminar o, en su defecto, reducir la
poblacion de patdégenos (bacterias, hongos, nematodos) que habitan en el

suelo, los cuales provocan mermas en la produccion.

c. LLENADO DE FUNDAS
Una vez esterilizado el sustrato se llenaron las fundas plasticas (12 cm de largo
x 8 cm de ancho), de color oscuro.

d. PREPARACION DEL INOCULO

Las semillas de cacao (103) se lavaron con solucién de hipoclorito de sodio al 1
% por 1 minuto, tres lavados consecutivos con agua destilada esterilizada y se
secaron sobre papel filtro en la camara de flujo laminar y se depositaron en
fundas de 2 kg, con sustrato de suelo y cascarilla de arroz (relacion 3: 1). Las
cepas se sembraron en medio sélido para que se desarrollaran hasta formar
colonias notables (aproximadamente 7 dias después de la siembra). En la
primera aplicacién las cepas deTrichoderma se resuspendieron en medio liquido
el (agua estéril) hasta lograr un titulo de 108 UFC/ml. El inoculo se aplicé en el
momento de la siembra (1,0 ml/semilla) y sometidas a secado y posteriormente
(3,0 ml/planta), la segunda y tercera aplicacion se realiz6 a los 15 y 30 dias

después de la germinacion.

4.3. VARIABLES RESPUESTAS Y METODO DE EVALUACION
e. ALTURA DE PLANTA

Se determind realizando una medicién desde el cuello de raiz hasta el meristemo

mas distal de la parte aérea de la planta a los 30, 60 y 90 dias.
f. LONGITUD RADICULAR

Se determiné tomando la planta y midiendo desde el cuello de raiz hasta el

extremo mas distal de la raiz de la planta a los 30, 60 y 90 dias.

g. PESO SECO DE LA RAIZ Y PARTE AEREA
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Se tomaron los tejidos seccionados por el cuello de la raiz y se llevaran a una
estufa a 100°C, durante 72 horas, para luego de esto determinar el peso seco de

cada una de las partes a los 30, 60 y 90 dias.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

e EXPERIMENTO 1.
4.1. ALTURA DE PLANTA

La altura de planta fue influenciada significativamente (p<0.05) por los
tratamientos microbianos evaluados (Figura 1). Las cepas que mostraron mayor
efectividad sobre la altura de planta fueron EM-33 y EM-150, con un incremento

del 18.69 y 18.27% con relacién al tratamiento testigo, respectivamente.

p-valor ANOVA (0,0074)

C.V. 8,30 %
Testigo AB
EM-12 B
EM-72 AB
EM-30 AB
EM-71 AB
EM-33 A
EM-134 AB
EM-150 A
EM-70 AB
EM-147 AB
EM-149 AB
EM-3 AB
0 10 20 30 40 50 60

Altura de planta (cm)

Figura 1. Efecto de cepas de Trichoderma spp., sobre la altura de plantulas de cacao a los 60 dias de crecimiento en
vivero. Letras distintas en cada barra difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey (a = 0.05).

El andlisis de varianza reporté diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
para la longitud radical, donde el mayor crecimiento radical fue alcanzado por las
cepas EM-30, EM-33 y EM-150 con un incremento del 12.20, 14.29 y 16.02%,

con relacion al tratamiento control, respectivamente (Figura 2).

4.2. PESO SECO DE LA PARTE AEREA

El peso seco radical fue influenciado significativamente (p<0.05) por las cepas
de Trichoderma probadas, donde EM-30 y EM-33 fueron las mas efectivas en
inducir una mayor acumulacion del peso seco radical, con promedios de 0.83y

0.88 g, respectivamente, en contaste al testigo (Figura 3).



Testigo
EM-12
EM-72
EM-30
EM-71
EM-33

EM-134

EM-150
EM-70

EM-147

EM-149

EM-3

p-valor ANOVA (0,0001)
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Longitud radical (cm)

C.V. 8,56 %
A-E
E
DE
AB
A-E
AB
A-C
A
B-E
C-E
A-D
DE
5 10 15 20 25 30 35

Figura 2. Efecto de cepas de Trichoderma spp., sobre la longitud radical de plantulas de cacao a los 60 dias de
crecimiento en vivero. Letras distintas en cada barra difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey (a =

0.05)

Testigo
EM-12
EM-72
EM-30
EM-71
EM-33

EM-134

EM-150
EM-70

EM-147

EM-149

EM-3

0,00

p-valor ANOVA (0,0014)

C.V. 14,76 %
A-C
BC
A-C
AB
A-C
A
BC
BC
C
A-C
A-C
A-C
0,40 0,60 0,80 1,00

Peso seco radical (g)

Figura 3. Efecto de cepas de Trichoderma spp., sobre el peso seco radical de plantulas de cacao a los 60 dias de
crecimiento en vivero. Letras distintas en cada barra difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey (a =

0.05).
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La cepas de Trichoderma influyeron significativamente (p<0.05) el area foliar de
las plantulas de cacao, donde la cepa EM-150 logroé la mayor area foliar, con un

incremento del 37.75%, con respecto al tratamiento control (Figura 4).

p-valor ANOVA (0,0005)
C.V. 16,45 %

Testigo B

EM-12 AB
EM-72 AB
EM-30 AB
EM-71 B

EM-33 B
EM-134 AB
EM-150 A
EM-70 B
EM-147 B
EM-149 B

EM-3 AB

0 100 200 300 400 500 600

Area foliar (cm2)

Figura 4. Efecto de cepas de Trichoderma spp., sobre el area foliar de plantulas de cacao a los 60 dias de crecimiento
en vivero. Letras distintas en cada barra difieren estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey (a = 0.05).

4.3. TASA DE CRECIMIENTO RELATIVO (TCR)

La tasa de crecimiento relativo (TCR) mostro una tendencia similar para todos
los tratamientos, sin embargo, desde los 40 a 60 dias se destacaron con mayor
TCR las cepas EM-33, EM-30 y EM-150, siendo la cepa EM-33 la que logré
mayor incremento de masa seca en el tiempo, con relacién a una masa seca
inicial (Figura 5). De manera similar las cepas EM-33, EM-30 y EM-150
alcanzaron entre los 40 a 60 dias mayor tasa de asimilacion neta (TAN), donde
la cepa EM-33 se destacd con mayor incremento de peso seco por area foliar y
tiempo (Figura 6). Por su parte, la relaciéon de area foliar (RAF) mostro una
tendencia negativa en el tiempo para todos los tratamientos evaluados (Figura
7), donde las cepas EM-33, EM-30 y EM-150 se destacaron con mayor area foliar
por gramo de peso seco, donde una vez mas, la cepa EM-33 potencioé en mayor

medida el crecimiento de las plantulas de cacao (Figura 7).
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Figura 5. Tasa de crecimiento relativo de pléntulas de cacao en vivero inoculadas con cepas de Trichoderma spp.
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Figura 6. Tasa de asimilacién neta de plantulas de cacao en vivero inoculadas con cepas de Trichoderma spp.
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Figura 7. Relacién de area foliar de plantulas de cacao en vivero inoculadas con cepas de Trichoderma spp.

Los resultados alcanzados en el primer experimento, destacan el potencial
biofertilizante de las cepas de Trichoderma spp. EM-33, EM-30 y EM-150 para
promover un mayor crecimiento de plantulas de cacao en etapas tempranas, lo
cual evidencia que pueden ser utilizadas como promotores de crecimiento
vegetal en programas de agricultura ecolodgica. Los resultados alcanzados se
acercan a los descritos por Bae et al. (2009), quienes reportaron mayor
crecimiento de raices, en plantulas de cacao inoculadas con Trichoderma
hamatum cepa DIS219b, ademas, las plantulas inoculadas se marchitaron mas
lentamente en respuesta a la sequia, lo cual denota que Trichoderma a parte de
promover crecimiento, también induce tolerancia a condiciones de estrés. Asi
mismo de Sousa et al. (2021) sustentan que la inoculacion de semillas de cacao
con Trichoderma aumenta la longitud de la radicula y el hipocétilo. Ademas, en
plantulas en vivero, incrementaron la altura y la masa seca de las raices de las
plantas. En este mismo contexto, los resultados obtenidos se asemejan a los
conseguidos por Chavez et al. (2022) quienes alcanzaron mayo crecimiento en
plantulas de cacao tratadas con T. harzianumy T. afroharzianum, alcanzado una

tasa de colonizacion de pelos radicales del 66.67%.
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e Experimento 2.
La interaccion entre biochar y cepas de Trichoderma evidencid significancia
(p<0.05) en todas las variables de crecimiento evaluadas, lo cual indica que el
efecto de las cepas de Trichoderma sobre el crecimiento de las plantulas, es
dependiente del tipo de biochar (Tabla 1). El efecto principal de cepas de
Trichoderma también influencio significativamente (p<0.05) el crecimiento de las
plantulas de cacao, lo cual indica que independientemente del tipo de biochar,
las cepas promueven el crecimiento de las plantas de cacao (Tabla 1). Del
mismo modo, el efecto principal del biochar, fue significativo (p<0.05) las
variables longitud radical y area foliar, mientras que la altura de planta y peso
seco de planta no fueron afacetadas estadisticamente por los tipos de biochar
(Tabla 1). El contraste ortogonal entre el promedio de los tratamientos de biochar
y cepas de Trichoderma vs el tratamiento testigo, mostré diferencias estadisticas
significativas (p<0.05), lo cual evidencia que el uso de biochar y de cepas de
Trichoderma como sustrato y biofertilizantes, potencian el crecimiento de las

plantulas de cacao en vivero (Tabla 1).

Tabla 1. Significancia estadistica del crecimiento de plantulas de cacao, en funcién de biochar y cepas de Trichoderma
Spp.

Peso seco

Fuente de variacion Altura de L(_)ngitud de planta Area foliar
planta (cm) radical (cm) ) (cm2)
Cepas 0,0001** 0,0001** 0,0011** 0,0029*
Biochar 0,1730NS 0,0139* 0,1204NS 0,0001**
Cepas x Biochar 0,0150* 0,0024** 0,0142* 0,0029**
Testigo vs Tratamientos 0,0001** 0,0003** 0,0001** 0,0001**
CV.% 7,02 7,86 15,43 15,19

** Diferencias significativas; NS No significativo (p>0.05)

La combinacién del biochar de arroz + la cepa EM-30 fue el tratamiento que logré
la mayor altura de planta con 65.75 cm, en comparacion a las demas cepas y

tipos de biochar, con menor altura de planta (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de interaccién biochar por cepas de Trichoderma sobre la altura de planta de plantulas de cacao, a
los 90 dias de aclimatacion en vivero.

En cuanto al efecto principal de las cepas de Trichoderma sobre la altura de
planta, la cepa EM-30 logré el mayor incremento con el 17.44, 18.94 y 41.47 %,

con relacion a las cepas EM-33, EM-150 y el tratamiento testigo,

respectivamente.
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Figura 9. Efecto de cepas de Trichoderma sobre la altura de plantulas de cacao a los 90 dias de aclimatacion en
vivero.
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La interaccién entre el biochar de arroz + la cepa EM-30 alcanzé la mayor
longitud radical con 37.50 cm, en relacion a los demas tratamientos que

obtuvieron una longitud radical menor (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de interaccion biochar x cepas de Trichoderma sobre la altura de planta de plantulas de cacao, a
los 90 dias de aclimatacion en vivero.

De manera independiente, la cepa EM-30 logré el mayor incremento en longitud
radical con el 14.30, 24.33 y 30.61 %, en comparacion a las cepas EM-150, EM-
33y el tratamiento testigo, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de cepas de Trichoderma sobre la longitud radical de plantulas de cacao a los 90 dias de
aclimatacién en vivero
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Independientemente de las cepas de Trichoderma, el biochar de algarrobo logré
el mayor incremento en longitud radical con el 2.77, 11.47 y 24.14 %, con relacion
a los biochar de arroz, cacao y el tratamiento control, en su orden respectivo
(Figura 12).
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Figura 12. Efecto de topos de biochar sobre la longitud radical de plantulas de cacao a los 90 dias de aclimatacion en
vivero.

La interaccion entre el biochar de cacao + la cepa EM-30 alcanzé el mayor peso

seco de planta con 7.71 g, en relacion a los demas tratamientos (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de interaccion biochar x cepas de Trichoderma sobre el peso seco de plantulas de cacao, a los 90
dias de aclimatacién en vivero.
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De manera independiente, se comprobd que la mejor cepa fue EM-30 logrando
un mayor incremento en peso seco de planta con el 17.58, 25.26 y 50.96 %, en

relacion a las cepas EM-33, EM-150 y el tratamiento control (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de cepas de Trichoderma sobre peso seco de pléntulas de cacao a los 90 dias de aclimatacion en
vivero.
La combinacion del biochar de cacao + la cepa EM-33 fue el tratamiento que

logré la mayor area foliar con 372.5 cm?, en contraste a las demas cepas y tipos

de biochar, que lograron una menor area foliar (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de interaccién biochar x cepas de Trichoderma sobre el area foliar de plantulas de cacao, a los 90
dias de aclimatacién en vivero.
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En cuanto al efecto principal de las cepas de Trichoderma, la cepa EM-33
alcanzé el mayor incremento de area foliar con el 17.66, 24.13 y 66.68%, con

relacion a las cepas EM-30, EM-150 y el tratamiento control (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de cepas de Trichoderma sobre el area foliar de plantulas de cacao a los 90 dias de aclimatacion
en vivero.

Se evidencié que el biochar de cacao obtuvo mayor éarea foliar, con un
incremento del 21.81, 50.10 y 70.57%, con relacién a los demas biochar y el

tratamiento control, respectivamente.
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Figura 17. Efecto de tipos de biochar sobre el area foliar de plantulas de cacao a los 90 dias de aclimatacion en vivero.
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Los resultados hallados en el experimento 2, se asemejan a los reportados por
Dewi et al. (2017), quienes alcanzaron mayor crecimiento de plantulas de cacao,
con la aplicacion de biochar en combinacion con enmiendas organicas. De
manera similar, Bahrun et al. (2017), reportaron mayores incrementos de altura
de planta, longitud radical, peso seco y area foliar de plantulas de cacao tratadas
con biochar, en relacion al tratamiento control que mostré menores tasas de
crecimiento. Asi mismo, Nduka y Adeniyi (2017) lograron mayores aumentos de
area foliar de plantulas de cacao en vivero, con sustratos enriquecidos e
inoculados con biochar y biofertilizantes. Por su parte, Cargua et al. (2020),
lograron incrementos significativos de altura de planta, longitud radical, masa
seca de planta y area foliar en plantulas de cacao tratadas con la combinacion
de biochar y biofertilizantes, en comparacion a los tratamientos controles. En
este mismo contexto, Djenatu et al. (2020) reportaron que la inoculacion de
sustratos con biofertilizantes aumento el peso seco de plantulas de cacao en
vivero, en comparacion con las plantas tratadas con fertilizantes y el tratamiento
control.

Los mayores indices de crecimiento logrados en plantulas de cacao tratadas con
biochar y cepas de Trichoderma, pueden deberse a que el biochar y los
consorcios microbianos promueven una mejor disponibilidad de nutrientes en el
sustrato, lo cual podria estar relacionado a la liberacibn de sustancias
bioquimicas por parte de los microorganismos, que pueden quelatar y
disponibilizar nutrientes para las plantas. Ademas, es bien conocido que los
microorganismos contribuyen al crecimiento de las plantas, mediante la
liberacién de sustancias de crecimiento (Dewi et al., 2017; Nduka y Adeniyi,
2017; Laode et al., 2018; Bahrun et al., 2020). En cuanto al efecto del biochar, se
ha descrito que presenta cavidades porosas, las mismas que generan un
ambiente propicio para el alojamiento y reproduccién de los microorganismos del
suelo, los que incrementan su actividad biolégica y contribuyen a mejorar las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo y por ende mayor disponibilidad de
nutrientes (Ajema, 2018; Gorovtsov et al., 2019; Hardy et al., 2019).



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

El uso de biochar como sustrato y la aplicacion de Trichoderma como
biofertilizante, fue efectivo para mejorar el crecimiento de plantulas de
cacao en fase de vivero.

Las cepas de Trichoderma EM-33, EM-30 y EM-150 mostraron el mayor
potencial promotor de crecimiento en plantulas de cacao,
independientemente del efecto del biochar.

Los biochar a base de cascarilla de arroz y cascara de cacao mostraron
el mayor potencial de uso para ser usados como parte del sustrato en el

crecimiento de plantulas de cacao.

5.2. RECOMENDACIONES

El uso de biochar a base de cascarilla de arroz y cascara de cacao como
parte del sustrato y la inoculacion de las cepas de Trichoderma EM-33,
EM-30 y EM-150 puede ser recomendado para potenciar el crecimiento
de plantulas de cacao en vivero.

En investigaciones futuras se recomienda evaluar la mezcla de las cepas
de Trichoderma EM-33, EM-30 y EM-150 con otros consorcios
microbianos, con la finalidad de potenciar su efecto promotor de

crecimiento vegetal.
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