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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion se desarroll6 en el canton La Man4, en el sector de la
playita, aqui se busco analizar el efecto del tiempo de remojo en soluciones de trichoderma
harzianum rifai en la emergencia de las semillas de clitoria ternatea sometidas a diferentes
periodos de frio.; Establecer el mejor tiempo de remojo en soluciones de Trichoderma
harzianum rifai para las semillas de Clitoria ternatea. Determinar el tiempo de remojo
adecuado en soluciones Trichoderma harzianum rifai para las semillas de Clitoria ternatea y
evaluar algunas variables agronémicas de Clitoria ternatea obtenida a partir de estos
tratamientos. Para esto, se us6 un DCA factorial con 24 tratamientos. Los resultados en cuanto
a emergencia mostraron que tanto el factor de frio como horas de remojo influyeron en este
proceso y que el mejor tratamiento fue el T9 (0 dias de frio y 3 horas de remojo en trichoderma)
con un porcentaje de 43, 33%. En el caso de dias a la emergencia se nota que los tratamientos
sometidos a un menor periodo de frio o a ninguno (0 y 10 dias) tomaron 4 dias para su
emergencia, mientras que los de 20 y 30 dias lo hicieron en 6. Para la variable mortalidad en
cambio, se observé que las semillas que sufrieron ese evento, lo hicieron por factores externos
y no por influencia de alguno de los factores en estudio. Para el resto de variable morfolégicas
se muestra que la interracion entre los factores tiene una influencia positiva pero que, cuando
son analizados de manera independiente, los dias de frio son los que afectan de manera positiva
en las variables de altura de plantula, didmetro del tallo, longitud de hojas funcionales y
namero de hojas funcionales a los 30 dias, largo de raiz, peso de raiz, volumen de raiz y materia
seca, resultando como mejor tratamiento en todos los casos el T9, esto podria estar asociado a
que el factor de frio influyo en el desarrollo del embridn y que es estar sometido a periodos
largos de frio ralentiza su metabolismo y proceso de emergencia de las semillas.

Palabras clave: trichoderma harzianum rifai, Clitoria ternatea, Emergencia
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ABSTRACT

The present research project was developed in La Mana, in the sector of La Playita, here it was
sought to analyze the effect of soaking time in solutions of Trichoderma harzianum rifai in the
emergence of Clitoria ternatea seeds subjected to different periods of cold; to establish the best
soaking time in solutions of Trichoderma harzianum rifai for Clitoria ternatea seeds; to
determine the best soaking time in solutions of Trichoderma harzianum rifai for Clitoria
ternatea seeds. To determine the adequate soaking time in Trichoderma harzianum rifai
solutions for Clitoria ternatea seeds and to evaluate some agronomic variables of Clitoria
ternatea obtained from these treatments. For this, a factorial DCA with 24 treatments was used.
The results in terms of emergence showed that both the cold factor and hours of soaking
influenced this process and that the best treatment was T9 (0 days of cold and 3 hours of soaking
in trichoderma) with a percentage of 43.33%. In the case of days to emergence, it was noted
that the treatments subjected to a shorter period of cold or none (0 and 10 days) took 4 days to
emerge, while those of 20 and 30 days did it in 6. For the mortality variable, on the other hand,
it was observed that the seeds that suffered this event, did it by external factors and not by the
influence of any of the factors under study. For the rest of the morphological variables, it was
shown that the interaction between the factors had a positive influence but that, when analyzed
independently, the days of cold had a positive effect on the variables of seedling height, stem
diameter, length of functional leaves and number of functional leaves at 30 days, root length,
root weight, root volume, and dry matter, resulting in T9 as the best treatment in all cases. This
could be associated with the fact that the cold factor influenced embryo development and that
being subjected to long periods of cold slows down its metabolism and the seed emergence

process.

Palabras clave: trichoderma harzianum rifai, Clitoria ternatea, Emergence
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

Los bioestimulantes tienen la capacidad de producir sustancias fisiolégicamente activas como
auxinas, giberelinas, citoquininas, aminoacidos, péeptidos y vitaminas, por contener células
vivas o latentes de cepas microbianas. Mismas que al interactuar con la planta promueven
diferentes eventos metabolicos en funcion de estimular su crecimiento y el desarrollo. Asi, uno
de los controladores bioldgicos y antagonista para control de enfermedades de plantas vy, del
cual también se ha reportado su eficacia como bioestimulante es Trichoderma; gracias a su
capacidad para promover el crecimiento y el vigor en las plantas por la habilidad que poseen
para hacer que las raices sean mas robustas, logrando mayor profundidad, por lo que son méas

resistentes a las sequias y pueden absorber méas nutrientes (Castellanos & Santana , 2018).

Por otra parte, Clitoria ternatea, es una de las forrajeras de mayor importancia en el pais debido
a su capacidad para fijar nitrégeno e incorporarlo al suelo y por su valor nutritivo (Bautista,
2015). Sin embargo, esta y otras especies forrajeras de importancia econdémica tanto de regiones
tropicales y templadas que han presentado problemas en su emergencia en mayor 0 menor
proporcién, asociandose a la presencia de latencia en sus semillas, siendo mayor en semillas
recién colectadas, ésta puede encontrarse practicamente en todos los grupos o clases de plantas
forrajeras y Clitoria ternatea no es la excepcion. Por lo tanto, es necesario buscar métodos que
aseguren la germinacion de estas semillas aun después de ser almacenadas por tiempos
prolongados sin perjudicar su viabilidad (Reino et al. 2011). La pérdida de viabilidad es un
fendmeno que esta regido en gran parte por la tasa de respiracion, entonces el aplicar medidas
que reduzcan la tasa de respiracion, sin producir por otra parte dafios a la semilla, conseguiran
prolongar la vida de la semilla almacenada. Esas medidas son el control de oxigeno, el control
del contenido de humedad y sobre todo el control de la temperatura, lo cual disminuye tanto el
nivel de la respiracion anaerdbica como aerdbica, prolongando asi la vida de las semillas y
controlando su la latencia, lo cual evitaria una emergencia irregular de las plantas y una
reduccion en los niveles de rendimiento en campo, entonces, la conservacion de estas semillas
por tiempos prolongados en frio, debido al efecto de la temperatura sobre la germinacion, se
relaciona con las enzimas que regulan la velocidad de las reacciones bioguimicas que ocurren

en la semilla tras su rehidratacion y permiten alargar su vida (Caroca et al. 2016)



Por lo antes expuesto el presente proyecto plante6 analizar el efecto de un bioestimulante a base
de Trichoderma harzianum rifai en semillas de Clitoria ternatea sometidas a diferentes
periodos de frio y remojo, el cual se llevo a cabo en el Canton La Man4, cuyo clima es
subtropical, para el estudio de campo se planted un disefio experimental completamente al azar
factorial, como factor A periodos frios a 4°C durante 10, 20 y 30 dias de refrigeracion y como
factor B tiempos de remojo de la semilla en soluciones de Trichoderma liquida a una
concentracion de 2x10*? ufc a 3, 6, 12 y 24 horas, con 24 tratamientos, donde estudiaron las
variables: dias a la emergencia, porcentaje de emergencia, porcentaje de mortalidad, longitud,
peso de raiz, volumen de raiz, altura de plantula, diametro del tallo, nimero de hojas funcionales

y materia seca.
3. JUSTIFICACION

Clitoria ternatea, son forrajeras empleadas por los ganaderos de la region tropical, puesto que
posee una serie de beneficios en los animales tales como: mayor ganancia de peso y produccion
de leche de los bovinos, mejora la calidad nutricional del forraje, ademas de aumenta la
fertilidad del suelo al aportar nitrdgeno atmosférico (Castro et al. 2018), por pertenecer a la
familia Fabaceae, mediante su asociacion con diversas cepas de Rhizobium spp., éstas
habitan en los nddulos de las raices en forma de bacteroides y permiten la Fijacion
Biologica de Nitrogeno (FBN), transformando el nitrégeno en un compuesto asimilable por
las plantas (Diaz et al. 2017). Entonces es indispensable tener a la Clitoria ternatea siempre
disponibles para su siembra y ain mas necesario el conocer la manera correcta de almacenarlas
sabiendo que factores como la temperatura, humedad y la cantidad de oxigeno, influyen en el
tiempo de viabilidad de las semillas, asi también verificar que estas son semillas no dormantes,
si el embridn se desarrolla completamente antes de los 28 dias o por el contrario presentan
dormancia (Pérez et al. 2014). Ademas, es importante obtener una germinacion uniforme que
asegure un buen establecimiento de las misma, para que esto se realice, se necesita que la
semilla sea viable y sobre todo se mantenga esta viabilidad, es decir, que el periodo de tiempo
durante el cual las semillas conservan su capacidad para germinar sea lo mas extenso posible.
Esto depende del tipo de semilla y de las condiciones de almacenamiento. Uno de los métodos
empleados es la aplicacion de frio, mismo que ralentiza su metabolismo y mantiene la
constitucion normal de las semillas permitiendo que las sustancias acumuladas en el
endospermo o en los cotiledones se mantengan como alimento para el embrion durante su

emergencia (Caviedes, 2019). Es decir, mantiene intactas todas las propiedades fisioldgicas y



nutritivas de la semilla, para cuando se desee obtener las plantulas, generando una dormicién

fisiologica por actuar en el funcionamiento del metabolismo (Galindez et al., 2016).

Por otra parte un bioestimulante es cualquier sustancia 0 microorganismos que, al aplicarse a
las plantas, son capaces de mejorar su eficacia, en absorcion y asimilacion de nutrientes,
tolerancia a estrés bidtico, abidtico o mejorar alguna de sus caracteristicas agrondémicas,
independientemente en el contenido de nutrientes (Valverde et al. 2020).Uno de los mas
utilizados son las cepas de Trichoderma como agentes de control bioldgico, debido a su alta
capacidad reproductiva, habilidad para sobrevivir bajo condiciones ambientales desfavorables,
eficiencia en la utilizacion de nutrientes, capacidad para modificar la rizosfera, fuerte
agresividad contra hongos fitopatdgenos y eficiencia en promocién del crecimiento en plantas
e induccién de mecanismos de defensa. Las diferentes especies se caracterizan por tener un
crecimiento micelial rapido y una abundante produccién de esporas, que ayuda a la colonizacion

de diversos sustratos y del suelo (Zin & Badaluddin, 2020).

En este contexto, el presente proyecto plantea el estudio del efecto de un bioestimulante de
Trichoderma harzianum rifai en semillas de Clitoria ternatea sometidos a diferentes periodos

de frio y remojo, como una alternativa a la obtencién de plantulas de esta leguminosa.

4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

4.1. Beneficiarios directos

Al final de la investigacion los beneficiarios directos seran aproximadamente 12 productores
de la zona que se dedican a la ganaderia, lo cual aprenderan la reproduccién de plantulas, y
siembra de la forrajera, conociendo cual es el tiempo mas adecuado de remojo de la semilla en
Trichoderma y que asegure los mejores criterios agronomicos de desarrollo, favoreciéndose en

la obtencion de plantulas vigorosas desde la etapa inicial.
4.2.  Beneficiarios indirectos

Los beneficiarios indirectos son los estudiantes de la Universidad Técnica de Cotopaxi ya que
por este medio obtendran conocimiento ademas de ganar experiencia laboral sobre el uso de

bioestimulantes y su influencia en el desarrollo del mismo.



S. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

A nivel mundial, son muchas las investigaciones realizadas sobre el uso de bioestimulantes y
particularmente de Trichoderma, como estimulante en la produccién de plantulas, durante la
etapa de vivero, por ejemplo, en Colombia es empleada para la propagacion de especies
maderables como Cederela odorata, Albizia saman y en una leguminosa de interés para
pastoreo, Leucaena leucocephala (Castellanos et al. 2017), debido a sus efectos positivos en lo
que ha crecimiento se refiere. Por otra parte, el frio como factor de almacenamiento de semillas
es ampliamente usado en todo el mundo para alargar la vida de la gran mayoria de especies,
reduciendo las pérdidas pos cosecha por aparicion de plagas y enfermedades (Maqueira et al.,
2021).

Sin embargo, la falta de investigaciones en Ecuador sobre la conservacién de semillas a bajas
temperaturas en combinacion con el uso de productos bioestimulantes como la Trichoderma,
en la etapa de semillero, no ha permitido determinar su eficacia ni difusion entre los
propagadores de plantulas de Clitoria ternatea, pese a que este microorganismo es conocido
como tratamiento pregerminativo que mejora las tasas de germinacion de las semillas de
especies forestales (Castillo et al. 2022). Asi, se reportan algunos estudios en plantulas de café
(Coffea arabica L), otras especies de arboles, papa (Solanum tuberosum), en el sector floricola
y fréjol (Phaseolus vulgaris), pero ninguna en esta forrajera, existiendo entonces la necesidad
de esta investigacion para la obtencion de resultados que permitan sustituir el uso de sustancias
estimulantes de origen sistémico empleados para la germinacion y emergencia de plantas que,
por otra parte, acrecenta el uso indiscriminado de agroquimicos. Ademas, a pesar que no se
conoce con exactitud el porcentaje de pérdida de semillas por un mal almacenamiento, se estima
que bordea del cinco al veinticinco por ciento, representando un gran desafio la conservacion
de granos y semillas y resultando indispensable solucionar el problema por medio de

alternativas que mantengan y prolonguen su viabilidad (Araméndiz et al. 2017).

Asi, a nivel del cantdn la Man4, se reflejan algunos estudios por parte de la Universidad Técnica
de Cotopaxi en el uso de bioestimulantes y de Clitoria ternatea, sin embargo, a nivel de
productor se mantiene latente el desconocimiento de esto, pese a todo el trabajo de difusion
desplegado. Esta situacion refleja claramente el desconocimiento sobre el empleo de productos
amigables con el ambiente, practicas de conservacion de suelo o uso de alternativas bioldgicas
y productos naturales para la etapa de semillero o vivero e incluso para el control de plagas y

enfermedades (Dominguez et al. 2016).



Por los antecedentes expuestos, el presente proyecto planted estudiar el efecto de un
bioestimulante a base de Trichoderma harzianum rifai en semillas de Clitoria ternatea
sometidos a diferentes periodos de frio y remojo. Cuyos resultados serviran para definir una
alternativa que permita la obtencion de plantulas sanas y vigorosas desde la etapa inicial y, que
con base a los resultados obtenidos podran ser recomendadas a los productores de la zona. Asi
también permitird establecer un método de conservacion de semillas, reflejando un posible

periodo en el que el embridn se mantenga activo sin afectar su emegencia y germinacion.

la mayor parte de investigaciones estan orientados al control de enfermedades, esto porque el
género Trichoderma contiene a las especies antagonistas mas relevantes para el biocontrol de
hongos fitopatdgenos, utilizado principalmente por productores organicos y de buenas préacticas
agricolas para el manejo de enfermedades y potenciador de compost. El éxito y uso en la
practica agricola, se debe a sus mecanismos de accién como la competencia por espacio,

micoparasitismo, antibiosis y la produccion de compuestos volatiles (Miguel et al., 2021).

6. OBJETIVOS

6.1.  Objetivo general

e Analizar el efecto bioestimulante de Trichoderma harzianum rifai en semillas de Clitoria

ternatea sometidos a diferentes periodos de frio y remojo.
6.2.  Objetivos especificos

o Establecer el mejor tiempo de remojo en soluciones de Trichoderma harzianum rifai
para las semillas de Clitoria ternatea.

o Determinar el mejor periodo de frio para las semillas de Clitoria ternatea remojadas de
Trichoderma harzianum rifai.

o Evaluar algunas variables agronémicas de Clitoria ternatea obtenida a partir del

tratamiento de semillas con Trichoderma harzianum rifai.



7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS

PLANTEADOS:

Tabla 1 Actividades y sistema de tareas en relacién a los objetivos planteados

Objetivos

Actividades

Resultados

Método de

verificacion

Establecer el mejor tiempo
de remojo en soluciones de
Trichoderma harzianum
rifai para las semillas de

Clitoria ternatea.

Evaluacion por
medio de la

observacion

El Tiempo de remojo que mejor
influy6 en la emergencia Yy
germinacion de semillas de Clitoria

ternatea

Datos de

emergencia

Fotos

Determinar el  mejor
periodo de frio para las
semillas de  Clitoria
ternatea remojadas de
Trichoderma harzianum

rifai.

Evaluacién por
medio de la
observacion y el
registro de datos

de germinacion.

El mejor periodo de frio de la semilla
de Clitoria ternatea en Trichoderma

harzianum.

Datos de

emergencia

Fotos

Evaluar algunas variables
agronémicas de Clitoria
ternatea obtenida a partir
del tratamiento de semillas
con Trichoderma

harzianum rifai

Evaluacion de
variables
morfoldgicas en

plantulas.

Datos de: altura de plantula

largo de raiz

peso de raiz

Diametro del tallo de la plantula

Volumen de raiz

Longitud de hojas funcionales a los
30 dias

Numero de hojas funcionales a los
30 dias

Materia seca

Datos de las

variables

Fotos

Elaborado por: (Pastufia y Teran, 2022).



8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

8.1. Conchita azul (Clitoria ternatea)

Las fabaceas en asociacion con otros cultivos de importancia econdémica y comercial, con el fin
de mejorar sosteniblemente los sistemas de produccion agricolas, son ampliamente utilizadas
en América Latina y el Caribe. Siendo introducidas en potreros para mitigar problemas en la
alimentacion vacuna, también disminuyen dafios ambientales que causa el sector ganadero. En
este sentido, Clitoria ternatea L. es una de las leguminosas mas destacada en los trépicos y
subtrdpicos del Ecuador, por lo que es multiproposito, posee propiedades beneficiosas para la
salud, excelente calidad proteica para la alimentacién de animales mono y poligastricos,
también es recuperadora de suelos degradados, tiene mecanismos retentivos de gases de efecto
invernadero, lo que explica su importancia medicinal, agropecuaria y ecoldgica (Pincay et al.
2021).

8.1.1 Origen

Bautista (2015), Clitoria ternatea es una leguminosa originaria de Asia, pero en la actualidad
se encuentra cultivada en casi todo el mundo, resaltando paises como México, Colombia, Chile,

Ecuador y Peru entre otros.

Tabla 2. Taxonomia de la Clitoria ternatea

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae

Subfamilia; Faboideae
Género: Clitoria

Especie: ternatea.

Fuente: (Lima et al., 2007)
Elaborado por: (Pastufia y Teran, 2022).



8.1.2. Caracteristicas

La Clitoria o Zapatillo de la Reina, es una leguminosa es una leguminosa bianual o perenne de
vida corta, forrajera que estd ampliamente distribuida en las regiones tropicales y subtropicales
donde se encuentran naturalmente en matorrales o en pastizales cultivada, semi arbustiva y
trepadora alcanza una altura de 60 a 70 cm. Con tallos finos de 0.5 a 3 m de largo, hojas pineadas
de cinco a siete foliolos oblongo- lanceoladas de 1.5 a 7.0 cm de largo y de 3.0 a 4.0 cm de
ancho, ligeramente pubescentes, presenta caracteristicas de crecimiento semi-arbustivo y
semierecto hasta los 80 a 12 cm de altura y posteriormente se comporta como planta de
crecimiento enredador. Posee raices profundas que le permiten tolerar las sequias; sus hojas son
pinnadas, elipticas de 3 a 5 cm. de largo, las flores son de color azul o blancas y se presentan
simples o apareadas, las vainas son lineares, plantas y ligeramente pubescentes de 8 a 12 cm.

de largo y de 0.7 a 1.2 cm. de ancho con 6 a 10 semillas (Ludefia, 2011).

Flores simples o pareadas, con pedicelos gemelos ubicados a 180° y con formas de embudo
invertido, blancas o azuladas de 2.5 a 5.0 cm de longitud. Las vainas son alargadas y planas, de
6 a 12 cm de largo y de 0.7 a 1.2 cm de ancho, con més de 10 semillas (negras, verde olivo,
café o moteadas) de 4.7 a 7.0 mm de largo y 3 mm de ancho. Sus raices son fuertes y profundas
(Ludefia, 2011).

Enredadera de hojas imparipinnadas con los foliolos 2-3 yugados, ovales: pedunculos unifloros;
I6bulos del céliz lanceolados, acuminados; flores azules, con 10 estambres soldados en 2
cuerpos; hay también una forma con flores dobles; legumbre aplanada subsesil, valvas no

acostilladas; semillas comprimidas (Ludefia, 2011).

8.1.3. Variedades y Cultivares

Se ha descrito la var. angustifolia (Hochst.) Bak. f., de foliolos oblongos u oblongo-lanceolados
a estrechamente elipticos, redondeados en los extremos, emarginados y apiculados en el apice,
de 2-6 cm de largo y 0.4-2 cm de ancho; las flores son blancas con tintes azulosos de 2-4 cm de
largo; bractéolas méas pequefias, de 5-9 mm de largo y 7-8 mm de ancho. Entre los cultivares
reportados por la literatura se encuentran el CPIl 13844, de Sri Lanka, el cual presenta fuerte
ramificacion basal, poco usual en otras razas, el CP130196 del sur de la India, el ‘Indio Hatuey’
y ‘Oriente’ de Cuba, y el ‘Negra’, ‘Jaspeada’, y ‘Conchita clara’ de México. Este tltimo muy

productivo y tolerante a la sequia (Abreu et al. 2014).
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8.1.4. Adaptacion Climética

Se adapta muy bien a los climas calidos hiumedos o subhiimedos de los trépicos y subtrépicos,
desde el nivel del mar hasta los 1800 m, y en zonas con mas de 800 mm de precipitacion
promedia anual, destacando su desarrollo en zonas con cerca de 1500 mm. También se reporta
buen crecimiento en zonas de regadio con cerca de 400 mm de precipitacion. No prdspera en

sitios muy humedos y tolera sequias de corta duracion (Abreu et al. 2014).
8.1.5. Usos

Esta planta puede utilizarse como forraje para ganado, debido a que su produccion de materia
seca en condiciones de temporal fluctla entre las 9 y 12 ton/ha por afio. En sistemas
agroforestales, se pueden utilizar como cobertura, para control de malezas, donde el manejo
puede ser para produccion de semilla, para venta a ganado o usarla alli mismo como pastura ,
banco de proteina, barbecho mejorado, cobertura, abono verde, pastoreo, corte y acarreo,

ensilaje, ornamental, medicinal (Bautista, 2015).

Bautista (2015), menciona que en la industria Fito farmacéutica tiene gran cantidad de
aplicaciones como: Nootrdpicos, ansiolitico, adaptdgeno, atihistaminico, anticancer, colorante,
antioxidante, antihiperlipidémico, antidiabético, antimicrobial, fungicida, insecticida,
cosmeético capilar. En la medicina tradicional India, Ayurveda la conoce desde hace mas de

5.000 afios. En el hinduismo es considerada la reencarnacion de la madre Durga.

Este mismo autor manifiesta que en la alimentacion se usa como colorante ya que cuenta con
presencia de flavonoides, de las flores y del cual se extrae el color azul, la delfinina.
Remplazando el color artificial azul N° 1 y N° 2 los cuales son nocivos para la salud. Como
cosmeético, la flor se usa como anti caida del cabello. Contiene potentes antioxidantes como:
Quercetina, B- sitosterol y taraxerol, los cuales mejoran la funcionalidad del foliculo piloso y
evita la caida del cabello. Se realiza una infusion de las flores de la Clitoria y se aplica sobre el

cabello.
8.1.6. Semillas

Las semillas de Clitoria ternatea son de color negro de 4.5 a 6 mm de longitud y 3.4 mm de
ancho. Se siembra en surcos distanciados desde 30 hasta 150 cm, sola 0 en mezcla con
gramineas de porte alto 0 medio. La cantidad de semilla que se debe emplear varia con el
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método y la distancia de siembra; para la siembra en lineas separadas 90-150 cm se recomienda
emplear 6.7-11.2 kg/ha, y para lineas separadas 30-60 cm, 5-7 kg/ha. Con semilla certificada
se pueden emplear de 1 a 3 kg/ha para la siembra. También se puede sembrar en potreros ya
establecidos pastoreando muy bajo o escarificando y preparando el suelo en cuadros de 0.5a 1
m. En cualquier caso, se recomienda sembrar la semilla a una profundidad de 1.5a 4 cm, y
cubrirla ligeramente. La semilla germina adecuadamente a 25 °C, pero con frecuencia también

se propaga a partir de estacas para la produccion de semillas (Abreu et al. 2014).

Una de las formas més efectivas de preservar el germoplasma de especies vegetales silvestres
y de promover la repoblacion del medio natural del que proceden es mediante el
almacenamiento de semillas en condiciones controladas, que permitan prolongar la duracién de
su viabilidad. Entre las metodologias que permiten una duracion por un periodo de 24 meses,
consiste en secarlas hasta un contenido de humedad entre 10 y 11% y almacenéandolas a
temperatura de 15° C. y asi, Mantener la viabilidad de las semillas del Clitoria ternatea
importante para la comercializacién, el intercambio de material genético y los programas de

conservacion de germoplasma (Vazquez & Toledo, 2017).

8.1.7. Germinacion

La madurez, la viabilidad (periodo durante el cual las semillas conservan su capacidad
germinativa) Yy la latencia (incapacidad de germinar bajo condiciones ambientalesy recursos
Optimos) son factores intrinsecos de los que depende la germinacion de las semillas asi como
de factores extrinsecos como la temperatura, el sustrato, la intensidad luminica y la humedad
(Castillo et al. 2022)

Segun Villanueva et al. (2004), en semilla de clitoria, de reciente cosecha presenta problemas
para germinar, pero almacenada por seis meses mejora la tasa de germinacion en 20 %, la cual
se incrementa hasta 80% mediante la escarificacion con arenas y tratamientos con agua caliente,
acido sulfurico e hidroxido de potasio. Ya que el principal problema que enfrenta los
productores de Clitoria ternatea es que la caracteristica morfobotanica de la semilla,
particularmente su cubierta seminal impermeable, impide el aumento hidrico interno y de
oxigeno, lo que ocasiona un bajo potencial germinativo y repercute en la obtencion de plantulas
poco homogéneas, ya sea en siembra directa 0 en su propagacion sobre bandejas germinadoras

(Pincay et al. 2021), muchos de los estudios entonces, han estado enfocado a probar diferentes
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métodos para acelerar la germinacion con el propoésito de elegir y proponer el método méas
apropiado para facilitar procesos de restauracion (Rios et al. 2020).

8.1.8. Caracteristicas y dureza de las semillas

La semilla es la primera fase del desarrollo de una nueva planta. Es un embrion de planta
perfectamente protegido por una serie de envueltas exteriores y acompafiado por un almacén
de alimento. Las partes esenciales de una semilla son, por lo tanto, estas tres: el propio embrion,
las envueltas seminales y un tejido de almacén de alimento. ElI embrién es una planta en
miniatura formada por un corto eje embrionario unido a una o dos «hojas» llamadas cotiledones.
Las envueltas seminales: son capas que rodean completamente a la semilla, la protegen de
posibles agresiones del medio ambiente y regulan los intercambios que se producen entre el
interior y el exterior de la semilla, por ejemplo, absorcion de agua y expulsién de material de
desecho. Las hay de diversos tipos: permeables, impermeables, duras, blandas, mucilaginosas,
etc. (De la cuadra, 2011).

Estas cubiertas necesitan condiciones tanto externas como internas para poder germinar siendo
estas la imbibicion, que sea permeable al agua y al oxigeno y una adecuada temperatura caso
contrario sufrirdn por termo inhibicion, apareciendo asi diferentes tipos de dormicion como la
dormicion por impermeabilidad, embrional y fisiolégica (Arana, 2011), asi en el apartado que

se muestra en a continuacion se especifica a que se refiere con dormancia y latencia.
8.1.9. Latenciay dormancia de semillas

El estado de dormicion, latencia o letargo es definido como la incapacidad de una semilla intacta
y viable, de germinar bajo condiciones de temperatura, humedad y concentracion de gases que
serian adecuadas para la germinacién, ademas, se considera que la latencia es una adaptacion
que contribuye a la supervivencia del individuo, ya que restringe la germinacion cuando los

factores ambientales son desfavorables para el desarrollo de la plantula (Arana, 2011).

La latencia es un mecanismo en el cual las semillas pueden inhibir su germinacién, siendo el
embrion viable y con las condiciones ambientales favorables. La latencia primaria en algunas
ocasiones es causada por el efecto del acido abscisico durante el desarrollo de la semilla, las
cuales no pueden germinar. Esta latencia esta bajo la influencia de las hormonas de las plantas,
y de las caracteristicas morfolégicas y estructurales de la semilla, tal como, el endospermo,

pericarpio del fruto y propiedades de la cubierta seminal (Carranza et al. 2016).
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La dormancia que concierne a las leguminosas y en este caso a las semillas de Clitoria ternatea
es por impermeabilidad, ya que sus cubiertas seminales méas externas son impermeables al agua,
al oxigeno o0 ambas. Entonces estas no germinaran hasta que las cubiertas se ablanden por efecto
del agua o de hongos o se rompan por alternancia de frio y calor (De la cuadra, 2011). Otro
efecto que produce una germinacion escasa es el tipo de semilla a la que pertenece, a diferencia
de las especies ortodoxas, en las que la mejor manera de conservar la viabilidad consiste en
mantener una tasa de respiracion minima, parece que las semillas de la mayoria de las
recalcitrantes necesitan para sobrevivir una respiracién activa. Asi, se han notificado casos en
los que las semillas recalcitrantes han resultado dafiadas no s6lo por un CH insuficiente y una
temperatura demasiado baja, sino también por falta de oxigeno, como por ejemplo en Araucaria.
(Willan, 1991)

8.1.10. Almacenamiento de semillas en frio

Entre los factores que influyen en la longevidad de la viabilidad de semillas, se citan el tiempo
en almacenamiento y condiciones de almacenamiento. Las temperaturas bajas mantienen a las
semillas vivas por afios (S&nchez et al., 2011). Asi, un método para mantener la latencia en las
semillas y lograr un almacenamiento es someterlas a bajas temperaturas o deshidratarlas, aqui
la semilla va a conservar su capacidad para germinar durante mas tiempo, cuanto menos activo
sea su metabolismo, considerando mantenerse dentro de unos limites, ya que por debajo del 2-
5% de humedad se verd afectada el agua de constitucion de la semilla, siendo esto perjudicial

para la misma (InfoAgro, 2018).

Al igual que el contenido de humedad, la temperatura presenta una correlacion negativa con la
longevidad de la semilla; cuanto mas baja es la temperatura, tanto menor es la tasa de
respiracion, y por ello tanto mas prolongada la vida de la semilla almacenada. Harrington (1963,
1970) sugiri6 otra norma practica para las semillas agricolas: entre 50°C y 0°C, cada 5°C de
descenso de la temperatura de almacenamiento supone duplicar la vida de la semilla. En el caso
de las semillas ortodoxas, cuyo contenido de humedad puede reducirse hasta unos niveles bajos,
se consigue una longevidad aun mayor mediante el almacenamiento a temperaturas inferiores
a 0°C (Vazquez & Toledo, 2017).

Segun la guia elaborada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) (2017), algunas semillas se mantienen bien a temperatura ambiente, como

es el caso de muchos géneros de leguminosas y rosaceas, Eucalyptus, Tilia y muchos otros
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frutos de semilla dura o hueso. Pero la mayoria de las especies so6lo se mantienen bien durante
periodos largos a temperaturas mas bajas. En un almacenamiento de 3-5 afios de la mayoria de
las coniferes y de Alnus y Betula, parece que el factor decisivo es no superar la temperatura de
+4°C. Por consiguiente, la temperatura debe estar entre 1 y 4°C. Cuando se trata de periodos
de almacenamiento més largos, por ejemplo, de 5 a 15 afios, la temperatura debe estar entre -4
y -10°C. En el caso de Abies, sin embargo, se utiliza una temperatura de -4°C cuando el periodo
de almacenamiento es corto y entre -10° y -20°C cuando es mas largo (Flechas & Medina,
2021).

El factor temperatura y el factor humedad estan tan interrelacionados que es muy dificil
separarlos. Las semillas que tienen un nivel de humedad relativamente alto pueden almacenarse
durante periodos notablemente mas largos a temperaturas proximas a la de congelacion que a
temperaturas mas altas, aunque éstas (30°C) son menos perjudiciales cuando el contenido de
humedad de la semilla es bajo. En resumen, cabe afirmar que el contenido de humedad critico
se encuentra a un nivel mas elevado cuando las temperaturas de almacenamiento son bajas que
cuando son intermedias o altas, es decir, hasta cierto punto una temperatura baja puede
compensar un contenido de humedad alto, y viceversa. No obstante, es necesario evitar por
completo los riesgos de dafio por congelacion debido a la formacion de hielo en las semillas
(Willan, 1991).

El poder contar con un método de conservacion que logre asegurar y mantener la calidad de los
granos es de gran importancia, pues garantiza satisfacer los abastecimientos de alimentos a la
poblacién y los animales por periodos prolongados, lo cual se ha visto amenazado por el

incremento de la poblacion humana que se observa en los Gltimos afios (Lépez et al. 2020).

Dentro de esta familia se destaca a la especie de Clitoria ternatea, ampliamente estudiada por
su calidad nutritiva en la alimentacién de los animales de pastoreo, y sobre todo por las mejoras

que brinda al suelo (Suarez et al. 2012).

Sabiendo que, si bien las semillas de Clitoria no son ortodoxas, presentan al menos el 20% de
semillas duras y su latencia fisica que dificultad la germinacién, por lo que requieren ser tratadas
para una mejor germinacion. (Rios et al. 2020). Como la emergencia de semillas es un proceso
en el cual se generan cambios morfoldgicos y fisioldgicos que terminan en el crecimiento del
embrion. Esta requiere de condiciones especificas de temperatura, niveles de oxigeno y luz, con

las proporciones adecuadas para cada especie. Asi, semilla absorbe agua, lo que resulta en
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expansion y elongacion del embrion y, cuando la radicula crece fuera de la testa el
proceso de germinacién ha terminado (Carranza et al. 2016).

8.1.11. Tratamiento de semillas

Con la finalidad de solucionar los inconvenientes generados por la cubierta seminal
impermeable se han implementado diferentes tratamientos de semilla basados en la aplicacion
de ingredientes quimicos, organismos biologicos y/o nutrientes directamente sobre las mismas
y antes de la siembra, para promover su emergencia, crecimiento y desarrollo ante condiciones

adversas.

Entre estos métodos se encuentran la escarificacion quimica y bioldgica usando tratamientos
pregerminativos de imbibicion en &cido hamico, imbibicion en agua a 80 °C por 5 minutos,
imbibicidn en acido sulfarico al 90 % y 98%, uso de hipoclorito de sodio y acido gibereélico.
Evaluando porcentaje de emergencia, altura de las plantulas (cm), longitud de la raiz (cm), peso
de la raiz y biomasa forrajera (g/planta). Se realiz6 un analisis de tejido en las hojas a los 30 y
75 dias después de la siembra para determinar la concentracién de macroelementos. Los datos
se sometieron a un analisis de varianza y comparacion de medias por Test de Tukey al nivel de
significancia 0,05. Los resultados mostraron que cuando las semillas de Clitoria ternatea son
embebidas con acidos himicos durante 24 h, mejora la emergencia de las semillas, también en
etapas de crecimiento incrementan significativamente la altura de las plantas, longitud de la
raiz, peso de la raiz y parte aérea. Ademas, la concentracion de macronutrientes en los tejidos
foliares (Pincay et al. 2021).

En cuanto a las soluciones con &cido sulfarico al 90 % y 98% el porcentaje de germinacion no
fue mejor al testigo por un posible dafio directo al embrion de la semilla. Mientras que para el
resto de tratamientos promueven una germinacion rapida y uniforme, eliminando la testa y
permitiendo la adecuada imbibicion de la semilla, lo que ocurre siempre y cuando no se presente

una latencia fisioldgica (Vasquez et al. 2019).

Esto permitiria que las semillas latentes, que se hallan en un estado fisioldgico, en el cual,
permanecen viables, pero no pueden germinar, incluso, en condiciones ambientales favorables,
logren activar el metabolismo de la semilla y asi lograr que la germinacion se produzca sin
problemas aun en ocasiones donde la sobrevivencia de las plantulas se vea amenazada
(Balaguera et al. 2010).
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8.2. Bioestimulantes

Los bioestimulantes son uno de los elementos mas valiosos con que cuenta la agricultura
ecologica, la cual se produce basandose en microorganismos que viven en el suelo, aunque en
bajas poblaciones, y que al incrementarse mediante la inoculacion artificial son capaces, entre
otros beneficios, de poner a disposicion de las plantas una parte importante de los elementos
nutritivos que estas necesitan para su desarrollo sin afectar el equilibrio bioldgico del suelo
(Pérez et al. 2013).

Estos productos estan conformados por los microorganismos que son seres microscopicos,
invisibles al ojo humano, s6lo perceptibles a través de microscopios con aumento minimo de
ochocientas mil doscientas veces. Ellos existen en poblaciones extremadamente grandes. Son
de reproduccion muy répida. En un periodo de treinta minutos a dos horas se forma nacer doce
a cuarenta y ocho generaciones, lo que en términos humanos llevaria de trece a doce siglos
(Bolafios et al. 2002). La velocidad de multiplicacién depende de la especie, pero
principalmente, de las condiciones del medio en que viven. Las condiciones 6ptimas se dan en
una temperatura de 25 a 30°C, con riqueza en minerales, suficiente humedad y materia organica.

Este grupo lo integran las bacterias, actinomicetos, hongos y levaduras (Ludefia, 2011).
8.3. Reguladores de crecimiento

Dentro de los bioestimulantes que favorecen la germinacion se encuentran los que estan
conformados por los fitorreguladores de crecimiento como el acido giberélico, acido
indolbutirico, zeatina. importantes para activar semillas latentes, aunque la hormona no controla
la latencia de la semilla el balance giberélinas determina la habilidad de las semillas para
germinar o las vias necesarias para la germinacion. Las hormonas de las plantas incluyen
etileno, auxinas, citoquininas, giberélinas y brasinoestoroides son sustancias quimicas que

controlan muchos procesos fisioldgicos y bioquimicos en plantas (Carranza et al. 2016).
8.4. Hongos

Representan una importante fase del comportamiento de los microorganismos en el suelo pues
son los que se manifiestan primero dentro de los procesos de transformacion de materiales
organicos. Forman redes y generan enzimas y metabolitos que ablandan materiales muy duros,
como las celulosas y las ligninas presentes en materiales organicos de origen vegetal. A su vez,

las raicillas y los micelios de los hongos ayudan a conservar los agregados, e igual ocurre con
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los exudados gelatinosos segregados por las plantas y muchos otros organismos (Bolafios et al.
2002).

Algunos hongos entomopatdgenos actian como endéfitos y son promotores del crecimiento.
Estos beneficios pueden ser explicados por mejoras en procesos fisiologicos (Ortiz et al. 2020).
A continuacion, los hongos que actian como controladores bioldgicos y promotores de

crecimiento.
8.4.1. Beauveria bassiana

Es un hongo ascomiceto mitosporico que crece de forma natural en los suelos de todo el mundo,
en la actualidad es muy utilizado como bioinsecticida en reemplazo a los productos de sintesis
quimica. La mayoria de los productos a base de B. bassiana contienen conidios producidos por
fermentacion sélida, seguida por productos que contienen hifas combinadas con conidios, y los
menos usados son productos que contienen blastosporas y conidios sumergidos, producidos por

fermentacion liquida (Malpartida et al., 2013).

Tabla 3. Taxonomia de la beauveria bassiana

Reino: Fungi
Sub-reino: Dikarya

Filum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género: Cordyceps
Especie: Beauveria bassiana

Fuente: (Torrez et al. 2018).
Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

8.4.2. Trichoderma

Los hongos de mayor importancia asociados al suelo y a las plantas son Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus y Trichoderma. EI Aspergillus y el Penicillium movilizan el fésforo y el
nitrégeno del suelo. Trichoderma es antagénico de muchos fitopatdgenos y ayuda a ablandar
materiales organicos vegetales. Existen algunas levaduras que producen alcoholes que son

utilizados por otros microorganismos como fuentes de energia.
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Las especies del género Trichoderma representan un grupo de hongos filamentosos que
pertenecen al Reino Mycetae, (Fungi), Division Eumycota, Subdivision Ascomycotina, Clase
Euascomycetes, Orden Hypocreales, Familia Hypocraceae y Género Trichoderma . Estos
hongos se caracterizan por predominar en los ecosistemas terrestres (suelos agricolas,
pastizales, bosques y desiertos) (Vukeli¢ et al., 2021). Las cepas de Trichoderma mas
comercializadas para el control biologico son Trichoderma viride, T. polysporum y T.
harzianum, la cual es la mas utilizada y reportada en la literatura y tiene el potencial de sintetizar
y liberar enzimas como polisacarasas, celulasas, xilanasas y quitinasas, las cuales se han
aprovechado en procesos; ademas pueden producir diversos metabolitos secundarios dentro de
los que se encuentran algunas toxinas como la gliotoxina y hormonas de crecimiento como

auxinas y giberelinas (Argumedo et al. 2009).

Existen ademas, evidencias de que este microorganismo tiene la capacidad de estimular la
germinacion y el crecimiento de las plantulas; reduciendo la resistencia mecénica de la testa

en las semillas y facilita el rompimiento de la latencia (Castillo et al. 2022).

Por otra parte, Con base en esta capacidad enzimatica, las especies de Trichoderma pueden
potencialmente contribuir en la degradacion de compuestos orgdnicos contaminantes
depositados en el suelo (Jiménez et al., 2017). De manera especifica, la forma en que un
microorganismo interacta con un contaminante de naturaleza organica, es diferente a la de un
contaminante de origen inorgdnico. Los microorganismos pueden transformar los
contaminantes organicos en compuestos que presenten menor o mayor toxicidad, con respecto
al compuesto original. En contraste, algunos microorganismos pueden degradar completamente
los contaminantes organicos, lo que implica su completa mineralizacion hasta compuestos

inocuos como agua y dioxido de carbono (Argumedo et al. 2009).
8.4.3. Trichoderma harzianum

Este hongo es considerado como agente de biocontrol enddfito natural, puede mejorar el
desarrollo de las plantas, la absorcion de nutrientes y la resistencia a los estreses bidticos y

abibticos.
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Tabla 4. Taxonomia de la trichoderma harzianum

Reino: Fungi

Filum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales

Familia:  Hypocreaceae
Género:  Trichoderma

Especie:  T. harzianum

Fuente: (Vargas, 2014).
Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Los mecanismos de biocontrol que utiliza el hongo estan todavia por elucidar, pero fruto de
numerosas investigaciones llevadas a cabo con cepas de este genero, se obtienen las siguientes

aproximaciones:

= El micoparasitismo se considera como un atributo de todas las especies y el mejor mecanismo

de control bioldgico de distintas enfermedades fungicas.

= En el proceso de destruccién de los patdégenos por el hongo T. harzianum, intervienen una

gran cantidad de enzimas que son capaces de segregar sustancias antibioticas.

= El mecanismo de “competencia” que posee se considera esencial para la prevencion de

enfermedades, pues la zona colonizada no podra ser ocupada por ningun patogeno.

= Debido al aumento de desarrollo de las raices que se genera por la secrecion de fitohormonas,

existe una mejora en la tolerancia al estrés hidrico (Wang et al. 2019).

Es indispensable la implementacion de productos de origen bioldgico que mitiguen o reduzcan
el dafio ocasionado por los de sintesis quimica, ya que existen alrededor de 1500 bioproductos
que se utilizan en todo el mundo, de los cuales el 50% corresponde a microorganismos donde
se encuentra el uso de Trichoderma spp, el cual aparecié en 1930, y en la actualidad se esta
fomentando su uso, ya que permite generar productos bioldgicos a base de este hongo para
diferentes cultivos (Organizacidn de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
[FAQ]. 2017), misma que ha sido reportada como estimuladora del crecimiento en numerosos
cultivos horticola, plantas ornamentales y forestales desde la etapa de semillero (Pérez et al.
2013).


https://es.wikipedia.org/wiki/Hypocreaceae
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8.4.4. Hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Entre los microorganismos que se encuentran en el suelo estan los hongos formadores de
micorrizas conocidos también como hongos micorrizicos arbusculares (HMA), los cuales se
destacan por su funcion ecoldgica y pueden tener una alta incidencia en la estabilidad de
ecosistemas, donde las condiciones edéaficas son extremas. La funcién mas importante de las
micorrizas es desbloquear y solubilizar los nutrientes del suelo relativamente inmdviles, tales
como el zinc (Zn) y el fosforo (P), e igualmente poner los elementos minerales a disposicion de
la planta para obtener un aumento en su crecimiento. Ademas, le brinda proteccion contra
patdgenos, y a cambio de ello la planta le cede carbohidratos y proteinas para su sostenimiento
metabolico. La planta y el hongo actian como simbiontes: juntos son capaces de aumentar hasta

un 25% la produccion y no alteran el entorno ambiental (Restrepo et al. 2019).

8.5. Rizosfera

Dentro de la presente investigacion es importante mencionar a la rizosfera ya que en esta
estructura es donde se concentra la actividad del hongo y que permitira la obtencion de plantulas

vigorosas y con mejores caracteristicas agronémicas (Calvo & Zafiga, 2010).

Entonces, la rizosfera es la fina capa de suelo que se queda adherida al sistema de raices de las
plantas después de sacudirlas. El tamafio de la rizosfera depende de la estructura particular del
sistema de raices y generalmente la zona de contacto con el suelo suele ser muy grande
(Bautista, 2015).

8.6. Investigaciones similares

A continuacion se muestran estudios similares a los propuestos en el presente proyecto dentro
del pais y fuera del mismo, basados en el uso de bioestimulantes para su emergencia Asi, en
Ecuador se reporta una investigacion realizada en la provincia de Cotopaxi y en la cual se evalu6
el efecto de la escarificacion quimica y bioldgica en la emergencia y crecimiento de semillas
de Clitoria ternatea L. Utilizando los siguientes tratamientos pregerminativos: imbibicion en
agua por 12 h, imbibicion en acido humico por 12 h, imbibicién en acido himico por 24 h,
imbibicion en agua a 80 °C por 5 minutos e imbibicion en &cido sulfurico al 90 % por 45
minutos (Pincay et al. 2021). Demostrando que el mejor fue el acido himico por 24 h de acuerdo

con las variables de altura, didmetro de planta, peso de raiz y volumen.
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También se realizd un experimento en condiciones de laboratorio e invernadero, con el
propodsito de evaluar el efecto de la cepa nativa TCN-014 y la cepa comercial TCC-005 de
Trichoderma harzianum sobre la germinacion y el crecimiento temprano del maracuya. Se
adecuaron indculos de 104, 106 y 108 conidias/mL y los resultados sugieren una accion efectiva
de T. harzianum como promotor de crecimiento vegetal con todos los tratamientos (Pérez et al.
2013).

En Cuba, el antagonista mas empleado también es Trichoderma spp ya que esta especie ha sido
reportada como estimuladora del crecimiento en numerosos cultivos horticola y plantas
ornamentales desde la etapa de semillero de tomate, cuyo objetivo fue determinar el efecto
bioestimulante de dos formulados liquidos de Trichoderma harzianum A-34 fermentado hasta
la fase miceliar sin conidios y con conidios a dos dosis cada uno a (50 y 100 ml/l) en
comparaciéon con un testigo sin tratar, para lo que se utilizd un disefio completamente
aleatorizado, concluyéndose que la dosis con conidios a 100 ml fue la mejor al analizar

caracteristicas morfologicas (Castro et al. 2022);

Asi también Castellanos & Santana (2017) probaron en Colombia, la eficacia de este hongo
en la germinacion de especies forestales de interés econdmico evaluando el efecto
bioestimulante de Trichoderma harzianum Rifai en la produccion de postura de Leucaena
leucocephala (Lam) de Wit., Cedrela odorata L. y Albizia saman (Jacg.) Merr. Se desarrollaron
tres experimentos en condiciones de vivero, uno para cada especie. Se empled un disefio
completamente aleatorio con cuatro parcelas por tratamiento. En cada experimento los
tratamientos fueron: Trichoderma harzianum a razén de 20 g.L-1, 40 g.L-1 y un testigo. Se
evalud el porcentaje de germinacion y las variables morfométricas didametro y altura del tallo,
asi como biomasa seca en raiz y parte aérea de la planta, resultando que ningun tratamiento con
el hongo influy6 en el porcentaje de germinacion pero si en las caracteristicas morfométricas,
esto porque son capaces de promover el crecimiento y el vigor en las plantas por la habilidad
gue poseen para hacer que las raices sean mas robustas, logrando mayor profundidad, por lo

gue son mas resistentes a las sequias y pueden absorber méas nutrientes.

En Colombia, otro método de escarificacién probado consistié en uno fisico, sometiéndolo a
diferentes periodos de remojo las semillas de O. pyramidale y uno quimico con la siguiente
metodologia: aplico un disefio experimental de tres bloques, tres repeticiones y 15 unidades de
ensayos. Los tratamientos fueron: T1 (agua caliente a 80°C), T2 (NaCIO al 0,5%), T3 (NaCIO
al 1,0%), T4 (NaCIO al 2,0%), T5 (HCI al 1%). Mostrando que el tratamiento 1 (agua 80°C)



22

tuvo mayor influencia en la germinacion de semillas de O. pyramidale concluyendo que los
tratamientos por ebullicion no solo contribuyen en el incremento de la germinacion, sino que
ademas las semillas logran mayor velocidad germinativa. una especie arbustiva con semillas no
ortodoxas (Rios et al. 2020).

Estudios realizados en plantas de cerezo en Cuba, donde se evaluaron variables de germinacion
y morfologicas de las plantas, cuyas semillas fueron almacenadas a diferentes temperaturas
mostraron que a estos se les puede aplicar periodos de almacenamiento de hasta 60 dias en seco,

sin afectar la viabilidad (Balaguera et al., 2010).

Por Gltimo, un ensayo realizado en México por Arana (2011), analiz6 la emergencia de semillas
almacenadas a diferentes temperaturas, mostrando que existen grados de frio bajo los cuales las
semillas se congelan y su embrién muere. Por el contrario, un frio de 5° permite mantener todas

las reservas alimenticias

Todas estas investigaciones se relacionan con la presente ya que analiza varios métodos que

coinciden con el tema de estudio.
9. HIPOTESIS

Ho. El remojo en Trichoderma harzianum rifai no tiene efecto en las semillas de Clitoria

ternatea sometidas a diferentes periodos de frio

Ha. El remojo en Trichoderma harzianum rifai tiene efecto en las semillas de Clitoria ternatea

sometidas a diferentes periodos de frio
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10.  METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
10.1. Ubicacion y duracion del ensayo

La presente investigacion se realizé en el sector de la Playita, perteneciente a la parroquia el
triunfo del canton La Mana, ubicacién geografica WGS 84: Latitud S0°56' 21" Longitud W 79°
13' 25", altura 220 msnm. (Pefiarrieta, 2015) . La investigacion tendra una duracion de 90 dias

de trabajo de campo.
10.2. Tipo de investigacion

10.2.1. Experimental

El ensayo mostrado es de tipo experimental ya que se basa en el establecimiento de un proyecto
en el que analizaron variables que permitieron establecer el efecto de Trichoderma en la
germinacién de semillas de Clitoria ternatea, valorandolo en las unidades experimentales bajo

estudio, obteniendo datos aleatorios.

10.2.2 Documental

La presente investigacion es de tipo documental por la recopilacion de informacion referente al
tema en el apartado de fundamentacion tedrica, asi también por la discusién de los resultados
obtenidos con diferentes autores de investigaciones similares. Dicha informacion fue obtenida
de trabajos cientificos tales como: tesis; articulos cientificos, folletos u otros escritos que estén
relacionados con la problematica de esta investigacion, asi como también en el tema del trabajo

10.2.3 Analitica y descriptiva

Es considerada asi al implicar habilidades como el pensamiento critico y la evaluacion de
hechos e informacion relativa a la investigacion que se esta llevando a cabo. Encontrando los
elementos principales detrds del tema analizado para comprenderlo en profundidad.

Permitiendo rechazar o aprobar la hipétesis de partida.
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10.3Condiciones agro meteoroldgicas

Tabla 5: Condiciones agrometereolégicas del sector La Playita

Parametros Promedios
Altitud 223 m.s.n.m
Temperatura media anual °C 23°C
Humedad Relativa, % 89%.
Heliofania, horas/luz/afio 12.6%
Precipitacion, mm/afio 2854 mm.
Topografia Regular
Textura Franco arenoso

Fuente: Pefiarrieta (2015).
Elaborado por: (Pastufia y Teran, 2022).

10.4 Materiales y equipos

En las tablas a continuacion se muestran los materiales usados durante la investigacion:

Tabla 6: Materiales empleados en la investigacién con sus caracteristicas.

Descripcion

Caracteristicas

Semillas de Clitoria ternatea

Color: negras, verde olivo, café o moteadas.
Tamarfio: 4.7 a 7.0 mm de largo y 3 mm de ancho

Dias a la germinacion recién cosechadas: 7

Bioestimulante de la ficha

Ingrediente activo: Trichoderma harzianum 2x10%2
UFC.

Compatibilidad con herbicidas, fertilizantes e
insecticidas de reaccion acida.

ph: 4

Fuente: Podagro, (2020).
Elaborado por: Pastufia y Teran, (2022).



Tabla 7: Materiales y equipos para la investigacion
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Descripcion Cantidad
Semillas de clitoria 700
Bandejas germinadoras 4
Trichoderma 3

Tierra de Cacao 2qq
Diatomeas 1
Envases plasticos 6
Jeringa 1

Agua destilada 8 botellas
Guantes 8 pares
Mascarillas 8 pares
Estilete 1
Calibrador 1
Fundas para semillas 3
Cuaderno de campo 1

Elaborado por: Pastufia y Teran, (2022).

10.5 Factores en estudio

La presente investigacion conto dos factores en estudio: Factor A: el tiempo de remojo de las

semillas en solucién de Trichoderma (3-6-12 y 24 horas) y Factor B: periodos de frio a las que

las semillas fueron sometidas siendo 0-10-20 y 30 dias.

10.6 Tratamientos

Basados en las variables dependientes e independientes se muestra a continuacién los

tratamientos de la presente investigacion:



Tabla 8: Tratamientos empleados y descripcion
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Tratamientos Descripcion

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18
T19
T20
T21
T22
T23
T24

Testigo- semillas con 0 dias de frio y 12 horas de remojo en agua
Testigo- semillas con 0 dias de frio y 24 horas de remojo en agua
Testigo- semillas con 10 dias de frio y 12 horas de remojo en agua
Testigo- semillas con 10 dias de frio y 24 horas de remojo en agua
Testigo- semillas con 20 dias de frio y 12 horas de remojo en agua
Testigo- semillas con 20 dias de frio y 24 horas de remojo en agua
Testigo- semillas con 30 dias de frio y 12 horas de remojo en agua
Testigo- semillas con 30 dias de frio y 24 horas de remojo en agua
Semillas con 0 dias de frio y 3 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 0 dias de frio y 6 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 0 dias de frio y 12 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 0 dias de frio y 24 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 10 dias de frio y 3 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 10 dias de frio y 6 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 10 dias de frio y 12 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 10 dias de frio y 24 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 20 dias de frio y 3 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 20 dias de frio y 6 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 20 dias de frio y 12 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 20 dias de frio y 24 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 30 dias de frio y 3 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 30 dias de frio y 6 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I
Semillas con 30 dias de frio y 12 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I

Semillas con 30 dias de frio y 24 horas de remojo en Trichoderma 2ml/I

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

10.7 Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar (DCA) factorial A x B, con 24

tratamientos establecidos por la combinacion del tiempo de frio (0, 10, 20 y 30 dias) y horas de

remojo (3, 6, 12 y 24 horas) y sus testigos, distribuidos aleatoriamente con tres repeticiones

conformadas por diez unidades experimentales.
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10.8 Esquema del experimento

En la tabla 6 se presenta el esquema del experimento en donde se utilizaron 30 semillas por

tratamiento dando un total de 720 semillas.

Tabla 9: Esquema del experimento

Tratamientos Repeticiones Unidades Total

experimentales

T1 3 3 30
T2 3 3 30
T3 3 3 30
T4 3 3 30
T5 3 3 30
T6 3 3 30
T7 3 3 30
T8 3 3 30
T9 3 3 30
T10 3 3 30
T11 3 3 30
T12 3 3 30
T13 3 3 30
T14 3 3 30
T15 3 3 30
T16 3 3 30
T17 3 3 30
T18 3 3 30
T19 3 3 30
T20 3 3 30
T21 3 3 30
T22 3 3 30
T23 3 3 30
T24 3 3 30
Total 720

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).
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10.9 Andlisis de varianza

El esquema de andlisis de varianza, con sus respectivos grados de libertad, se detalla a

continuacion:

Tabla 10: Esquema de analisis de varianza para DCA factorial A x B

Fuente de variacion Grados de libertad
Repeticiones 2

Factor A 3

Factor B 3

Factor A* Factor B 9

Error 30

TOTAL 47

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).
10.10 Analisis estadistico

El paquete estadistico se empleado para el andlisis de los resultados es el software INFOSTAT,

con la prueba de rangos maltiples de Tukey al 5% de error.
10.11 Variables de estudio
10.11.1 Porcentaje de emergencia

Se registro el nimero de semillas sembradas en cada tratamiento y réplica, calculando el
porcentaje de emergencia hasta los treinta dias y posteriormente se calculé con una regla de
tres.

10.11.2 Ndmero de dias a la emergencia

Se registro el dia de la fecha de siembra de cada semilla, y el dia de la emergencia de las mismas
considerandose la aparicién del epicétilo. Se contabilizé el nimero de dias transcurridos entre

estos dos episodios.
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10.11.3 Mortalidad de semillas

Se registraron las semillas que no emergieron en cada tratamiento y repeticion, considerandolas como

muertas y asi obtener el porcentaje de mortalidad.
10.11.4 Altura de plantula

En las bandejas germinadoras, se seleccionaron al azar seis plantulas, mismas que fueron
etiquetadas y, de las cuales se procedié a tomar la altura en centimetros (cm), desde el cuello

del tallo hasta el &pice, usando una cinta métrica.
10.11.5 Diametro del tallo de la plantula

A las mismas plantulas etiquetadas se les midid el diametro del tallo usando un calibrador y

registrando sus medidas en milimetros.
10.11.6 Longitud de hojas funcionales a los 30 dias

Se procedié a medir la longitud de las hojas funcionales, considerandolas asi al no presentar

ningun tipo de dafio morfoldgico, desde la base al apice con una cinta métrica.
10.11.7 Numero de hojas funcionales a los 30 dias

Se contabilizaron la cantidad de hojas sin dafios y que fueron consideradas como funcionales.
10.11.8 Largo de raiz

De las mismas plantulas etiquetadas y cuando presentaron la cuarta hoja, se procedié a
extraerlas del suelo para medir la longitud de su raiz principal con una cinta métrica, registrando

estos valores en centimetros (cm).
10.11.9 Peso de raiz

Las raices de las plantulas que fueron usadas para medir el largo, fueron pesadas en una balanza

y dicho valor fue registrado en gramos.
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10.11.10 Volumen de raiz

Una vez medida el largo y peso de las raices, a esas plantulas se les calcul6 el volumen de la

raiz ayudandose con una probeta graduada en milimetros y agua.
10.11.11 Materia Seca

Para la obtencion de esta variable se procedié pesar en fresco la parte area de la plantula
seleccionada y posterior a esto, someterlas a un secado por 10 minutos. Posterior a esto, se

registro el peso en seco y por diferencia de estos valores se obtuvo la materia seca.

10.12 Manejo del ensayo

10.12.1Almacenamiento de semillas de clitoria en cuarto frio

Para cumplir con el periodo de frio de las semillas de Clitoria ternatea, estas se procedieron a
guardar las bolsas herméticas aluminizadas debidamente rotuladas y ubicadas en un cuarto frio
a 4°C, ubicado en el laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi Extension La Mana.

Por el tiempo que corresponda, segun el tratamiento a evaluar.
10.12.2 Remojo de las semillas en Trichoderma

Una vez transcurridos los dias correspondientes de frio para cada tratamiento, se procedié a
preparar la solucion de bioestimulante de Trichoderma, mezclando un litro de agua conteniente
dos ml de producto, y, sumergiendo las semillas por las horas que correspondan por tratamiento
(3, 6,12 0 24).

10.12.3 Siembra de las semillas en bandejas

Se prepararon bandejas germinadoras rotuladas y con suelo previamente desinfectado con un
producto comercial, se ubicé una semilla por hoyo a una profundidad de 0,5 cm, con un total
de 180 semillas por bandeja. Se proporciond riego de acuerdo a la necesidad a fin de mantener

el suelo a capacidad de campo.
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11 RESULTADOS Y DISCUSION
11.1. Porcentaje de emergencia

El andlisis de sus medias se lo muestra en la tabla 8, evidenciando que si existe influencia e
interaccion entre esos dos factores, lo cual concuerda con lo mencionado por Castellanos &
Santana (2017), quienes expresan que el remojo ablanda las cubiertas seminales de las semillas
leguminosas y facilita la salida del embrion. En lo que se refiere al periodo de frio este pudo
influenciar el porcentaje de germinacion al ralentizar el metabolismo de las semillas, haciendo
que entren en un periodo de latencia y por lo tanto requerir un mayor tiempo de remojo para

que la impermeabilidad de la semilla se supere, tal como lo manifiesta (Arana, 2011).

11.1.1. Medias del porcentaje de emergencia

Tabla 11: Medias del porcentaje de emergencia de la interaccién del efecto bioestimulante de Trichoderma
harzianum rifai en semillas de clitoria ternatea sometidos a diferentes periodos de frio y remojo.

TRATAMIENTOS DIASDE FRIO HORAS REMOJO  Medias

T9 OFY3R 0 3 43,33 4,49 a
T16 10FY24R 10 24 40,00 3,17ab
T15 10FY12R 10 12 35,00 3,17abc
T14 10FYG6R 10 6 33,33 449abc
T10 OFYG6R 0 6 30,00 449abc
T21 30FY3R 30 3 26,67 449abc
T23 30FY12R 30 12 25,00 3,17abc
T18 20FY6R 20 6 20,00 449abc
T13 10FY3R 10 3 20,00 449abc
T20 20FY24R 20 24 18,34 3,17abc
T12 OFY 24R 0 24 16,67 3,17abc
T19 20FY12R 20 12 15,00 3,17abc
T24 30FY24R 30 24 15,00 3,17abc
T17 20FY 3R 20 3 13,33 449 c
T11 OFY12R 0 12 10,00 317 ¢
T22 30FY6R 30 6 10,00 449 cC
CV: 6,25

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).
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11.1.2. Interacciones del porcentaje de emergencia

Figura 1. Interaccion del porcentaje de emergencia del efecto bioestimulante trichoderma harzianum rifai en

semillas de clitoria ternatea sometidas a diferentes periodos de frio y remojo.
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Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Como se puede observar en la grafica el mejor tratamiento es el 0 dia de frio y 3 horas de remojo
en trichoderma siendo el tratamiento 30 dias de frio y 6 horas de remojo en trichoderma el de

menor valor.
11.2. Numero de dias a la emergencia

Al evaluar el nimero de dias a la emergencia en cada tratamiento, se pudo apreciar que las
semillas sometidas a menores dias de frio y sin frio (T9, T10, T11, T12, T14, T15, T15, T16)
fueron las que emergieron en menor tiempo, siendo este 4 dia después de la siembra. Mientras
que los tratamientos con mayor tiempo de frio se tardaron 6 dias en emerger, posiblemente por
la latencia en la que entr6 el embrién , lo cual le tom6 méas tiempo activar su metabolismo y
producir enzimas necesarias para la degradacion de la cubierta seminal (Hernandez et al. 2021).
Este Gltimo dato concuerda con los resultados publicados en una investigacion cuyo objetivo
fue evaluar el comportamiento de semillas de leguminosas arbustivas al almacenamiento en
refrigeracion a 4°C y, en el que reportaron que existe un grado de asociacion entre el contenido
de humedad y el porcentaje de emergencia en cada tratamiento mostrando que las semillas
remojadas en agua germinaron entre el 96 hasta el 100 % en seis dias en promedio (De la Cruz
& Vargas, 2019).
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11.2.1. Interacciones del nimero de dias a la emergencia

Figura 2. Interaccion de nimero de dias a la germinacion del efecto bioestimulante trichoderma harzianum rifai

en semillas de clitoria ternatea sometidas a diferentes periodos de frio y remojo.
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Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

11.3. Mortalidad de semillas

La figura 3 muestra el porcentaje de mortalidad de semillas que se presentd dentro del ensayo
asi se puede observar que el tratamiento con mayor nimero de semillas muertas fue el T24; 30
dias de frio con 24 horas de remojo en trichoderma, lo cual al compararse con los otros
tratamientos permitiria adjudicar este evento a condiciones externas y no a uno de los factores
en estudio. Sabiendo que una de las causas que llevan a la muerte del embrion de las semillas
puede ser el encharcamiento y/o el marchitamiento fungico, que es mas comudn cuando las
condiciones son humedas y frias y ante la presencias de suelos compactados (Arista, 1993). Asi
también se indica que si bien el frio duerme al embrion no es responsable de su muerte cuando
se mantiene en una temperatura que descienda los cuatro grados, caso contrario este se congela
y, aunque para otras especies esto es un requisito para su germinacion en Clitoria no es de
utilidad.

Por ultimo, es importante recordar que el estudio de la germinacion de las semillas y
supervivencia de las plantulas es una faceta de la biologia de gran interés, ya que estos factores
pueden condicionar la incorporaciéon de individuos adultos a la poblacion y con ello la

regeneracion de areas (Arista, 1993).
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11.3.1. Interacciones de la mortalidad de semillas

Figura 3. Interaccion de la mortalidad de las semillas del efecto bioestimulante trichoderma harzianum rifai en

semillas de clitoria ternatea sometidas a diferentes periodos de frio y remojo.
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Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Un estudio en el que se emple6 agua para remojar, concuerda con los resultados obtenidos en
la presente, aqui se muestra que de un total de 10 semillas por repeticion, el nimero medio de
semillas con embriones desarrollados fue 9.8, mientras que solo dos repeticiones mostraron una
semilla con embrioén no desarrollado; el nimero promedio de semillas con cotiledones en esta
condicion fue de 9.3 y con cotiledones incipientes fue cercano a uno. La viabilidad de las
muestras vario del 70 a 100 %, con un promedio de 98 %, mostrando la influencia de tratamiento

pregerminativo y que estos no se relacionan con la mortalidad.

11.4. Altura de plantula

Para la variable altura de plantula, el tratamiento 9 continta siendo el mejor con una media de
7,28 cm, seguido por el T10 y T11 con un valor de 7,08 y 6,97 cm respectivamente Yy, sin
presentar diferencias estadisticas entre si. Estos valores pudieron presentarse probablemente
debido a que si emergieron tempranamente, comparado con el resto de tratamientos tuvieron
mayor tiempo de crecimiento y aprovechamiento de la luz solar como lo manifiesta Liusvert et
al. (2012), donde se comprobé la influencia e intensidad de luz en el crecimiento de plantulas
de una leguminosa, Por otra parte se evidencia la influencia en el crecimiento que tiene el
hongo, como lo expresan Castellanos & Santana (2017), en su investigacion sobre la influencia
de Trichoderma en el crecimiento de leucaena y donde se evidencié que aporta de manera

positiva.
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El tratamiento con menor altura corresponden al T7 con una media de 2,54 cm y podria

atribuirse a la relacion de estimulacion positiva ocasionado por la aplicacién del hongo y que

para este tratamiento no se realizo ya que su remojo fue en agua (12 horas) y por el tiempo de

frio (30 dias) ,asi segun Sanchez et al. (2011), la temperatura de refrigeracion para algunas

especies de leguminosas oscila entre los 12 °C, y temperaturas méas bajas podrian congelar al

embridn, ocasionandole la muerte o ralentizando sus periodos de crecimiento. El grafico 2,

permite apreciar la dispersion de los datos, resultado de la interaccion entre estos dos factores.

11.4.1. Medias de altura de plantula

Tabla 12: Medias de altura de plantula del efecto bioestimulante de Trichoderma harzianum rifai en semillas de

clitoria ternatea sometidos a diferentes periodos de frio y remojo.

TRATAMIENTOS DIAS DE FRIO HORAS REMOJO  Medias

T9 OFY3R 0 3 7,28 a

T10 OF Y 6R 0 6 7,08 ab

T11 OFY 12R 0 12 6,97 ab

T2 OFY 24R 0 24 6,81 ab

T14 10F Y 6R 10 6 6,32 bc
T12 OFY 24R 0 24 6,26 bc
T13 10F Y 3R 10 3 6,21 bc
T15 10FY 12R 10 12 5,98 c
T16 10FY 24R 10 24 5,87 c
T3 10FY 12R 10 12 5,33 c
T4 10FY 24R 10 24 4,69 c
T5 20FY12R 20 12 3,62 d
T21 30RY 3R 30 3 4,31 d
T17 20FY 3R 20 3 4,06 d
T24 30FY 24R 30 24 4,02 d
T22 30F Y 6R 30 6 3,96 d
T18 20F Y 6R 20 6 3,85 d
T23 30FY 12R 30 12 3,83 d
T19 20FY 12R 20 12 3,82 d
T20 20FY 24R 20 24 3,61 d
Tl OFY12R 0 12 3,06 e
T6 20FY 24R 20 24 3,01 e
T8 30FY 24R 30 24 2,72 e
T7 30FY 12R 30 12 2,54 e
CV:5/43

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).
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11.4.2. Efectos simples de la altura de plantula

Tabla 13: Efectos simples de la altura de plantula

Factor A: Dias de frio Cm Factor B: Horas remojo cm

0 dias 6,90a  3horas 547 a
10 dias 6,10b 6 horas 530a
20 dias 4,03c 12 horas 5,15ab
30 dias 3,83¢c 24 horas 4,94 b
CV: 4,56

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Al analizar los efectos simples se observa que existen diferencias estadisticas significativas ya
sea para el factor frio como horas de remojo. Sin embargo, entre los periodos de 3, 6 y 12 horas
no existen diferencias y muestra similares alturas entre si, obteniendo el mejor resultado el 0

dia de frio y 3 horas de remojo en trichoderma.

11.4.3. Interacciones de la altura de la plantula

Figura 4. Interaccion de altura de plantula del efecto bioestimulante trichoderma harzianum rifai en semillas de
clitoria ternatea sometidas a diferentes periodos de frio y remojo.
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Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Mediante la grafica, en altura de plantula se observa que hubo diferencias significativas entre
los periodos de frio, siendo el que mejor resultado dio 0 dias de frio con 3 horas de remojo en

trichoderma, logrando determinar que a mas dias de frio menor altura de plantula.
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11.5. Diametro del tallo de la plantula

La tabla 11 muestra que, no existieron diferencias estadisticas significativas en el didmetro del
tallo entre los tratamientos. Pese a que se aprecien dos grupos diferentes con las letras Ay B la
diferencia entre estos es de 0,07 cm entre las plantulas de mayor y menor diametro. Dichos
resultados concuerdan con estudios realizados en pasturas de leguminosas y en soya, en las
cuales se evaluaron caracteristicas morfologicas incluido el diametro del tallo, después de la
aplicacion de Trichoderma harzianum como bioestimulante y, cuyos resultados concluyeron
que no influye en el crecimiento en grosor del mismo y que esto se deberia principalmente a las
caracteristicas de cada especie de plantula (Castellanos, 2017), lo cual discrepa con una
investigacion en la cual se probaron diferentes sustratos : tierra negra, peat moss (1), aserrin de
mango + arena de rio (2:1), aserrin de mango + peat moss (2:1), tierra negra + peat moss +
aserrin de mango (1:1:1) y tierra negra + aserrin de mango (1:1) respectivamente, se midié el
didmetro del tallo (mm) a lo largo de tres meses a partir de los 14 dias posteriores a la siembra
y se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos, demostrando
posiblemente porque el material que compone a estos sustratos mejora propiedades fisicas del
suelo y por ende su intercambio cationico, que facilita e incrementa los nutrientes disponibles

para la planta (Dominguez & Espinosa, 2021).

Por otra parte, el maximo crecimiento de una planta de acuerdo con el concepto de Mitscherlich
y Spillman se obtiene cuando ninguno de los factores de crecimiento esta presente en menor
cantidad de la requerida. Los factores que afectan el crecimiento de las plantas son: climaticos,
bidticos y edaficos. En los primeros se incluyen precipitacion, temperatura y la energia radiante.
En los segundos los genéticos y los cultivos asociados. En los factores edaficos se mencionan
las principales caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos que afectan el crecimiento de las
plantas (Marin, 1977), y esto podria ser la razon por la cual en el presente ensayo el didmetro

de tallo no pudo crecer y desarrollarse a pesar del remojo en el bioestimulante.
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11.5.1. Medias del diametro del tallo

Tabla 14: Medias del didmetro del tallo de la plantula del efecto bioestimulante de Trichoderma

harzianum rifai en semillas de clitoria ternatea sometidos a diferentes periodos de frio y remojo.

HORAS

TRATAMIENTO DIAS DE FRIO REMOJO Medias

T4 10FY 24R 10 24 0,18 a
T110F Y 12R 0 12 0,16 a
T3 10FY12R 10 12 0,16 a
T20 20F Y 24R 20 24 0,16 a
T18 20F Y 6R 20 6 0,16 a
T14 10F Y 6R 10 6 0,16 a
T10 OF Y 6R 0 6 0,15 a
T2 OFY 24R 0 24 0,15 a
T6 20FY 24R 20 24 0,15 a
T13 10F Y 3R 10 3 0,14 ab
T17 20F Y 3R 20 3 0,14 ab
T12 0F Y 24R 0 24 0,14 ab
T19 20F Y 12R 20 12 0,14 ab
T9 OFY 3R 0 3 0,13 ab
T16 10F Y 24R 10 24 0,13 ab
T5 20FY12R 20 12 0,13 ab
T1510F Y 12R 10 12 0,12 ab
T2130R Y 3R 30 3 0,13 ab
T23 30F Y 12R 30 12 0,12 b
T22 30F Y 6R 30 6 0,12 b
T8 30FY24R 30 24 0,12 b
T7 30FY12R 30 12 0,12 b
T24 30F Y 24R 30 24 0,11 b
T1 OFY 12R 0 12 0,11 b

CV:6,01

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).
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11.5.3. Interacciones del didmetro del tallo

Figura 5. Interaccién del diametro del tallo del efecto bioestimulante trichoderma harzianum rifai en semillas de

clitoria ternatea sometidas a diferentes periodos de frio y remojo.
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Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Mediante la gréfica, en didmetro del tallo se observa que no hubo diferencias significativas
entre los periodos de frio, siendo el que mejor resultado dio 10 dias de frio con 6 horas de
remojo en trichoderma, por el contrario 30 de dias de frio con 24 horas de remojo en
trichoderma obtuvo los resultados méas bajos, demostrando que a mayor periodo de frio menor

didmetro del tallo.

11.6. Longitud de hojas funcionales a los 30 dias

Al medir la longitud de las hojas funcionales de las plantulas de cada tratamiento a los 30 dias,
los mejores promedios corresponden a 3,49 cm (T9), seguido por 3,04 cm (T3), mientras que
el tratamiento de menor promedio de longitud fue de 1,35 (T22). Como se aprecia en la tabla
13, la diferenciacion de medias forma seis grupos estadisticamente entre si, que presentan
diferencias estadisticas y se encuentran distribuidos de manera similar a las variables antes
evaluadas, es decir que los periodos de frio mas cortos presentaron los valores mas altos. Y que,
también se vieron influenciados por el empleo de bioestimulante, el cual estimula los procesos
de crecimiento y desarrollo de las plantas, por producir y contener sustancias o
microorganismos que aplicados, incrementan la absorcidén y asimilacién de nutrientes, su
tolerancia al estrés y mejoran sus caracteristicas agronomicas, independientemente del
contenido de nutrientes que aporten, razon por la cual se justificaria los resultados obtenidos
(Jarre, 2020).
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Por otra parte, el remojo ya sea en trichoderma como en agua, tiene un efecto en el
ablandamiento de la cubierta seminal, lo cual genera una mayor absorcién de agua y, por tanto,
aumenta la solubilizacion y disponibilidad de nutrientes para la radicula y por ende la plantula
iniciaria su desarrollo de mejor manera (Pincay et al. 2021). Esto debido a que los tratamientos
pregerminativos que pueden ser escarificacion manual de la semilla, la inmersion en agua
caliente o fria, en &cido sulfurico, rompen la latencia inducida por la testa al ablandar, perforar,
rasgar o abrirla para hacerla permeable sin dafiar el endospermo y el embrion (Viveros et al.,

2018) y por ende permiten un mejor desarrollo morfologico.

11.6.1. Medias de la longitud de hojas funcionales

Tabla 15: Medias de longitud de hojas funcionales del efecto bioestimulante de Trichoderma harzianum rifai en
semillas de clitoria ternatea sometidos a diferentes periodos de frio y remojo.

DIAS DE HORAS

TRATAMIENTOS FRIO REMOJO Medias

T9 OFY 3R 0 3 3,49 a

T3 10FY12R 10 12 3,04 ab

T11 OFY 12R 0 12 3,01 ab

T12 OFY 24R 0 24 3,00 ab

T10 OF Y 6R 0 6 2,97 ab

T13 10FY 3R 10 3 2,96 ab

T4 10FY 24R 10 24 2,78 b

T14 10F Y 6R 10 6 2,70 b

T16 10FY 24 10 24 2,66 b

T2 OFY 24R 0 24 2,56 b

T17 20FY 3R 20 3 2,55 b

T7 30FY12R 30 12 2,39 bc

T15 10FY12R 10 12 2,11 cd

T6 20FY24R 20 24 2,06 cd

TS5 20FY12R 20 12 2,01 cd

Tl OFY12R 0 12 1,99 cd
T19 20FY 12R 20 12 1,97 de
T24 30FY24R 30 24 1,87 de
T18 20F Y 6R 20 6 1,74 de
T20 20FY 24R 20 24 1,50 e
T8 30FY 24R 30 24 1,49 e
T21 30FY 3R 30 3 1,46 ef
T23 30FY 12R 30 12 1,44 ef
T22 30Y 6R 30 6 1,35 ef
CV:7,23

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).
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11.6.2. Efectos simples de la longitud de hojas funcionales

Tabla 16: Efectos simples de la Longitud de hojas funcionales

Factor A: Dias de frio Cm Factor B: Horas remojo Cm

0 dias 3,03a  3horas 2,31a
10 dias 281lb  6horas 2,04 a
20 dias 1,71c 12 horas 2,31a
30 dias 1,65¢c 24 horas 2,53 a
CV: 2,04

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Las medias de la longitud de hojas funcionales, demuestran que las horas de remojo no influyen
sobre su crecimiento longitudinal, similar ocurre con los dias de frio, donde se evidencian

diferencias entre los dias 0 y 10, del resto de periodos.

11.6.3. Interacciones de la longitud de hojas funcionales

Figura 6. Interaccion de la longitud de hojas funcionales del efecto bioestimulante trichoderma harzianum rifai

en semillas de clitoria ternatea sometidas a diferentes periodos de frio y remojo.
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Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Mediante la gréfica, en longitud de hojas funcionales se observa que hubo diferencias
significativas entre los periodos de frio, siendo el que mejor resultado obtuvo 0 dias de frio con
24 horas de remojo en trichoderma a diferencia de los 30 dias de frio con 6 horas de remojo en
trichoderma, logrando asi determinar que a mayor exposicion a frio menor longitud de hojas

funcionales.
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11.7. Namero de hojas funcionales a los 30 dias

En cuanto a las hojas funcionales, estas pudieron perderse ya sea por marchitamiento,
secamiento o manipulacion de las plantulas, asi, al momento de la evaluacion la media de hojas
mas alta fue para el T9 y T11 con 7 hojas, mientras que el T23 y T22 presentaron tan solo una
hoja. Esta variable es probablemente la que mayor incidencia tuvo en el desarrollo y
crecimiento de las plantulas, ya que se vio afectado o limitado el aparato fotosintético de las
plantulas y por ende limitando la capacidad de produccion de fotoasimilados necesarios para su
crecimiento (Alberto & Gallegos 2008), razén por la cual se justifica también el valor obtenido

en la variable anterior al estar relacionados estrechamente entre sf.

11.7.1. Medias del niumero de hojas funcionales

Tabla 17: Medias del nimero de hojas funcionales del efecto bioestimulante de Trichoderma harzianum rifai en

semillas de clitoria ternatea sometidos a diferentes periodos de frio y remojo.
TRATAMIENTO DIAS DE FRIO HORAS REMOJO Medias

T9 OFY 3R 0 3 7 a
T110FY 12R 0 12 7 ab

T120F Y 24R 0 24 6 b

T10 OF Y 6R 0 6 6 b

T2 OFY 24R 0 24 6 bc

T3 10F Y 12R 10 12 5 c

T4 10F Y 24R 10 24 4 cd
T13 10F Y 3R 10 3 4 d
T14 10F Y 6R 10 6 4 d
T16 10F Y 24R 10 24 4 d
T17 20F Y 3R 20 3 4 d
T1510F Y 12R 10 12 4 d
TI920FY 12R 20 12 4 d
T24 30F Y 24R 30 24 4 d

T6 20FY 24R 20 24 3 e
T18 20F Y 6R 20 6 3 ef
T1 OFY 12R 0 12 2 ef
T5 20FY12R 20 12 2 ef
T7 30FY12R 30 12 2 f
T8 30FY24R 30 24 2 f
T20 20F Y 24R 20 24 2 f
T21 30F Y 3R 30 3 2 f
T23 30F Y 12R 30 12 1 g
T22 30F Y 6R 30 6 1 g

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).
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11.7.2. Efectos simples del nimero de hojas funcionales

Tabla 18: Efectos simples del nimero de hojas funcionales

Factor A: Dias de frio MEDIAS Factor B: Horas remojo MEDIAS
0 dias 533a 3 horas 3,19 ab
10 dias 3,01b 6 horas 2,78 b

20 dias 2,31c 12 horas 3,17 ab
30 dias 1,76 d 24 horas 3,28a
CV: 3,76

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

El efecto simple del nimero de hojas funcionales deja expuesto que las semillas que no fueron
sometidas a periodos de frio (0 dias de frio), presentaron una mejor media como se observa en
la tabla 16, seguida por la de diez dias de frio. Mostrando que mientras a méas tiempo de frio
menor numero de hojas; esto como se menciona en parrafos en anteriores podria relacionarse
al hecho que, las que tardaron en emergen tuvieron menos tiempo de desarrollo al momento de
la evaluacién, por otra parte, el factor de espacio pudo haber sido determinante ya que las

plantulas se vieron limitadas en crecimiento.

11.7.3. Interacciones de numero de hojas funcionales

Figura 7. Interaccion del nimero de hojas funcionales del efecto bioestimulante trichoderma harzianum rifai en
semillas de clitoria ternatea sometidas a diferentes periodos de frio y remojo.
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Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Mediante la gréfica, en nimeros de hojas funcionales se observa que hubo diferencias
significativas entre los periodos de frio, siendo el que mejor resultado obtuvo 0 dias de frio con

24 horas de remojo en trichoderma a diferencia de los 30 dias de frio que muy independiente
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de su remojo en trichoderma obtuvieron los resultados méas negativos, logrando asi determinar

que a mayor exhibicidn a frio menor nimeros de hojas funcionales.
11.8. Largo de raiz

Al medir el largo de la raiz, se observd que estas tuvieron valores comprendidos entre 8,45 para
el tratamiento T11, y, 1,81 para el T22, estos valores discrepan con los reportados por Pincay
et al. (2021), en donde al evaluar a los treinta dias, el largo de la raiz esta sobre los 20 cm en
tratamientos cuyas semillas fueron embebidas en &cidos humicos. Dichas diferencias podria
estar relacionadas al espacio para el desarrollo radicular, ya que al modificar la profundidad
efectiva del suelo, esta aumenta la densidad aparente y la resistencia mecéanica; el aumento de
la resistencia mecanica del suelo restringe el crecimiento de las raices (Gaitan & Penoén, 2003).
Por ende, todas las variables relacionadas a este érgano se veran influenciadas por lo antes

mencionado. Como se aprecia en los gréficos y tablas a continuacion.
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11.8.1. Medias del largo de raiz

Tabla 19: Medias del largo de raiz del efecto bioestimulante de Trichoderma harzianum rifai en semillas de

clitoria ternatea sometidos a diferentes periodos de frio y remojo.
DIAS DE HORAS

TRATAMIENTOS FRIO REMOJO  Medias

T110F Y 12R 0 12 8,45 a

T9 OFY 3R 0 3 7,78 a

T2 OFY 24R 0 24 7,06 a

T120F Y 24R 0 24 6,53 ab

T10 OF Y 6R 0 6 6,44 b

T17 20F Y 3R 20 3 6,36 b

T19 20F Y 12R 20 12 5,56 c

T13 10F Y 3R 10 3 5,44 c

T14 10F Y 6R 10 6 5,31 c

T3 10F Y 12R 10 12 5,28 c
T1510F Y 12R 10 12 5,11 c

T16 10F Y 24R 10 24 4,69 cd
T18 20F Y 6R 20 6 4,61 cd

Tl OFY 12R 0 12 4,57 d

T7 30FY 12R 30 12 4,57 d
T6 20F Y 24R 20 24 4,26 d
T21 30F Y 3R 30 3 3,93 d
T24 30F Y 24R 30 24 3,89 d
T23 30F Y 12R 30 12 3,88 e
T4 10F Y 24R 10 24 3,64 e
T20 20F Y 24R 20 24 3,38 e
T5 20F Y 12R 20 12 3,19 f
T7 30FY 12R 30 12 2,77 f
T22 30F Y 6R 30 6 1,81 f
CV: 3,62

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).



11.8.2. Efectos simples del largo de raiz

Tabla 20: Efecto simpe del largo de raiz

Factor A: Dias de frio Cm Factor B: Horas remojo Cm

0 dias 73a 3 horas 3,19ab
10 dias 514b 6 horas 2,78 b
20 dias 498b 12 horas 3,17 ab
30 dias 3,38 ¢ 24 horas 3,28a
CV:4,93

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Para el caso del largo de raiz y en concordancia con los resultados mostrados para las variables
que preceden, se observa la misma tendencia de crecimiento en la que los tratamientos de 0 dias

y 10 dias de frio presentan mayor largo de raiz, lo que se relaciona y justifica los resultados de

la parte aérea, ya que existe estrecha relacion entre estos drganos.

11.8.3. Interacciones del largo de raiz
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Figura 8. Interaccion del largo de raiz del efecto bioestimulante trichoderma harzianum rifai en semillas de
clitoria ternatea sometidas a diferentes periodos de frio y remojo.
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Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Mediante la grafica, en largo de raiz se observa que hubo diferencias significativas entre los
periodos de frio, siendo el que mejor resultado obtuvo 0 dias de frio con 12 horas de remojo en

—&— 0 dias de frio
10 dias de frio
20 dias de frio
30 dias de frio

trichoderma a diferencia de los 30 dias de frio que en general muy aparte de su factor remojo

obtuvo los resultados méas bajos, logrando asi determinar que a mayor exposicion a frio menor

largo de raiz.
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11.9. Peso de raiz

Como se puede observar en la tabla 24 el orden de los tratamientos es el mismo que para la
variable anterior, al estar relacionadas, asi, el T11 tuvo un peso de raiz de 0,07 gramos y el T22
0,01gramos, lo cual concuerda con los resultados mostrados en variables superiores y en
especifico en el nimero de hojas funcionales, donde este Ultimo tratamiento tan solo presento
una hoja. Estos valores discrepan con la investigacion realizada por Pincay et al. (2021) donde
muestran valores comprendidos entre 4,50 y 3,00 gramos en el mismo periodo de evaluacion.
11.9.1. Medias del peso de raiz

Tabla 21: Medias del peso de raiz del efecto bioestimulante de Trichoderma harzianum rifai en semillas de
clitoria ternatea sometidos a diferentes periodos de frio y remojo.

DIAS DE HORAS
TRATAMIENTOS FRIO REMOJO Medias
T11 OF Y 12R 0 12 0,07 a
T2 OFY 24R 0 24 0,07 a
T9 OFY3R 0 3 0,06 ab
T12 OFY 24 0 24 0,06 ab
T10 OF Y 6R 0 6 0,05 ab
T17 20FY 3R 20 3 0,05 ab
T19 20FY 12R 20 12 0,05 ab
T3 10FY 12R 10 12 0,04 ab
T13 10F Y 3R 10 3 0,04 ab
T14 10FY 6R 10 6 0,03 b
T15 10FY 12R 10 12 0,03 b
T16 10FY 24R 10 24 0,03 b
T18 20F Y 6R 20 6 0,03 b
T21 30FY 3R 30 3 0,03 b
T24 30FY 24R 30 24 0,03 bc
T23 30FY 12R 30 12 0,03 bc
T20 20FY 24R 20 24 0,03 bc
Tl OFY12R 0 12 0,02 c
T7 30FY 12R 30 24 0,01 c
T6 20FY 24R 20 24 0,01 c
T4 10FY 24R 10 24 0,01 c
T5 20FY 12R 20 12 0,01 c
T7 30FY 12R 30 12 0,01 c
T22 30FY 6R 30 6 0,01 c
CV:9,43

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).



11.9.2. Efectos simples del peso de raiz

Tabla 22: Efectos simples del peso de raiz
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Factor A: Dias de frio Gr Factor B: Horas remojo Gr

0 dias 0,03bc 3 horas 0,05a
10 dias 0,03¢c 6 horas 0,03 b
20 dias 0,05a 12 horas 0,04 ab
30 dias 0,05a 24 horas 0,03b
CV: 12,80

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

El peso de raiz, se ha visto relacionado con su longitud y muestra que existen diferencias entre

las medias de dias de frio, mostrando que los mejores tiempos fueron de 3 y 12 horas de remojo.

11.9.3. Interacciones del peso de raiz

Figura 9. Interaccion del peso de raiz del efecto bioestimulante trichoderma harzianum rifai en semillas de

clitoria ternatea sometidas a diferentes periodos de frio y remojo.
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Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).
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Mediante la gréafica, en peso de raiz se observa que hubo diferencias significativas entre los

periodos de frio, siendo el que mejor resultado obtuvo 0 dias de frio con 12 horas de remojo en

trichoderma a diferencia de los 30 dias de frio que a pesar de la aplicacion de la trichoderma no

lograron obtener resultados positivos, logrando asi determinar que a mayor exhibicion a frio

menor peso de raiz.



11.10. Volumen de raiz

El volumen de la raiz se lo muestra en el grafico 13, donde la mejor interaccion es la de 12 de
dias de remojo en trichoderma y cero dias de frio (T11), con un valor de 0,18 ml, pero que, no
difiere estadisticamente con los tratamientos T2, T3, T1, T9, T12, T10, T17, T19y T13 con sus

medias de 0,13 y ,12 ml. Por dltimo, los valores de medias mas bajos fueron para los

tratamientos T15, T16 y T18 con 0,11 ml.

11.10.1. Medias del volumen de raiz

Tabla 23: Medias del volumen de raiz del efecto bioestimulante de Trichoderma harzianum rifai en semillas de

clitoria ternatea sometidos a diferentes periodos de frio y remojo.

DIAS DE HORAS
TRATAMIENTOS FRIO REMOJO Medias
T110F Y 12R 0 12 0,18 a
T2 OFY 24R 0 24 0,18 a
T3 10F Y 12R 10 12 016 ab
T1 OFY 12R 0 12 016 ab
T7 30FY 12R 30 12 016 ab
T9 OFY 3R 0 3 016 ab
T12 0F Y 24R 0 24 014 ab
T10 0F Y 6R 0 6 013 ab
T17 20F Y 3R 20 3 013 ab
T19 20F Y 12R 20 12 013 ab
T13 10F Y 3R 10 3 012 abec
T14 10F Y 6R 10 6 012 abec
T1510F Y 12R 10 12 0,11 c
T16 10F Y 24R 10 24 0,11 c
T18 20F Y 6R 20 6 0,11 c
T2130F Y 3R 30 3 0,11 c
T24 30F Y 24R 30 24 0,11 c
T23 30F Y 12R 30 12 0,1 c
T20 20F Y 24R 20 24 0,1 c
T22 30F Y 6R 30 6 0,1 c
CV: 3,40

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).
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11.10.2. Efectos simples del volumen de raiz

Tabla 24: Efectos simples del volumen de raiz

Factor A: Dias de frio MI Factor B: Horas remojo Ml

0 dias 0,12a  3horas 0,14 a
10 dias 0,13a 6 horas 0,12 b
20 dias 0,12a 12 horas 0,12 b
30 dias 0,12a 24 horas 011 b
CV:9,32

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Al analizar los efectos independientes de los factores en estudio se observan diferencias en sus
medias que van de 0,01 y 0,02 entre si, para el factor de dias de frio y horas de remojo en
trichoderma, lo cual estadisticamente muestra que no existen diferencias estadisticas

significativas entre si.

11.10.3. Interacciones del volumen de raiz

Figura 10. Interaccion del volumen de raiz del efecto bioestimulante trichoderma harzianum rifai en semillas de
clitoria ternatea sometidas a diferentes periodos de frio y remojo.
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Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

Mediante la gréfica, en volumen de raiz se observa que hubo diferencias significativas entre los
periodos de frio, siendo el que mejor resultado obtuvo 0 dias de frio a diferencia de los 30 dias

de frio, logrando asi determinar que a mayor exposicion a frio menor volumen de raiz.



11.11. Materia Seca
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Los resultados de materia seca muestran como mejor tratamiento al T9, con una media de 0,13

y seguido por el T2 con 0,11 mientras que el tratamiento con valor menor fue el T15 con 0,01,

tal como se muestra en la tabla 23.

11.11.1. Medias de materia seca

Tabla 25: Medias de la materia seca del efecto bioestimulante de Trichoderma harzianum rifai en semillas de

clitoria ternatea sometidos a diferentes periodos de frio y remojo.

DIAS DE HORAS

TRATAMIENTOS  FRIO REMOJO  Medias
T9 OFY3R 0 3 013 a
T2 OFY 24R 0 24 011 a b
T11 OFY 12R 0 12 0,09 ab
T12 OF Y 24 0 24 0,08 b cd
T10 OF Y 6R 0 6 0.07 b-cd
T17 20FY 3R 20 3 0,07 b def
T19 20FY 12R 20 12 0,06 defg
T3 10FY 12R 10 12 0,06 defgh
T13 10FY 3R 10 3 0,05 defgh
T14 10FY 6R 10 6 0,05 defgh
T15 10FY 12R 10 12 0,04 defgh
T16 10F Y 24R 10 24 0,03 e f gh
T18 20F Y 6R 20 6 0,03 fgh
T21 30FY 3R 30 3 0,03 fgh
T24 30F Y 24R 30 24 0,03 fgh
T23 30FY 12R 30 12 0,03 f g h
T20 20F Y 24R 20 24 0,02 f g h
T1 OFY12R 0 12 0,02 fgh
T7 30FY 12R 30 12 0,02 g h
T6 20F Y 24R 20 24 0,02 g h
T4 10F Y 24R 10 " 0.02 g h
T5 20FY 12R 20 12 0,02 g h
T7 30FY 12R 30 12 0.02 h
T22 30FY 6R "
30 6 0,01

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).
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La diferenciacion de medias de los tratamientos, mostrada en la tabla que antecede, muestra
que el porcentaje de materia seca estd relacionado con las variable morfolégicas que se
describieron con anteriodad, dependientes de su crecimiento foliar y desarrollo del mismo, asi
una mayor area foliar y duracién de la misma podria conducir a una mayor cantidad de materia

seca Yy por ende un rendimiento més alto (Estrada, 1999).

11.11.2. Efectos simples de materia seca

Tabla 26: Efectos simples de materia seca

Factor B: Horas

Factor A: Dias de frio % . %
remojo

0 dias 0,09a 3 horas 0,07a

10 dias 0,08a 6 horas 0,06a

20 dias 0,06b 12 horas 0,06a

30 dias 0,06b 24 horas 0,05a

CV:9,32

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).

El analisis de los factores de manera independiente, resalta a los tratamientos que fueron
sometidos a menor tiempo de frio (0 y 10 dias), como los mejores en cuanto a porcentaje de

materia seca versus los dias de 20 y 30.

11.11.3. Interacciones de materia seca

Figura 11. Interaccion de la materia seca del efecto bioestimulante trichoderma harzianum rifai en semillas de
clitoria ternatea sometidas a diferentes periodos de frio y remojo.

0,14
0,12
0,1
2 0,08 —4—0 dias de frio
(]
.§ 10 dias de frio
< 0,06
© 20 dias de frio
0,04 , .
30 dias de frio
0,02
0
3 HORAS 6 HORAS 12 HORAS 24 HORAS
T. REMOJO

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).
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La figura 8, representa las medias de interaccién entre los dias de frio y el nmero de horas de
remojo que se dieron a las semillas y muestra como, los tratamientos sometidos a mayor tiempo
de refrigeracion obtuvieron el menor porcentaje de materia seca, esto podria relacionarse con
el limitado crecimiento radicular que presentaron debido al espacio, ya que, aunque la
arquitectura radicular es un pardmetro genético, el tamafio del &rea de suelo otorgado para su
desarrollo afectar la relacion entre longitud y nimero de raices y por ende el desarrollo de la

parte aérea (Casanova et al. 2009).

Todo lo anteriormente mostrado, deja resaltado que el factor de influencia principal son los dias
de frio y no tanto las horas de remojo. Estos resultados podrian relacionarse con condiciones
propias de la plantula y con el medio en el que se desarrollaron. Otra posible causa es la
mencionada por Sanchez et al. (2011), donde se expresa que la temperatura del suelo es un
factor importante al momento de la germinacion y asi también el paso de la luz a través de este,
que permitiria el calentamiento y por ende una mejor emergencia, asi las condiciones climaticas
que presento la zona durante el periodo de investigacion pudieron haber afectado su proceso y
en especial en las semillas sometidas a largos periodos de frio, lo cual parecia no facilita la

superacion de la cubierta seminal (Gonzélez et al. 2008).
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12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES Y ECONOMICOS)
Concluida la investigacion, se establecieron los impactos generados por la propuesta.

Impacto técnico. El estudio efectuado permitira ofrecer alternativas que mejoren la produccion
de plantulas de este cultivo y posiblemente de muchas otras, permitiendo asi propagar semillas
de una manera mas eficiente y en mayor cantidad, logrando de esta manera un mejor uso de las

semillas y sus recursos.

Impacto social. Los agricultores que conoceran sobre el uso del frio como una estrategia que
les facilite la conservacion de las semillas tendran la posibilidad de reciclar la misma para poder
usarla cualquier época de afio evitando pérdidas poscosecha. Sumado al beneficio que

conoceran el uso del hongo como promotor de germinacion en cualquier época

Impacto ambiental. Conoceran sobre la aplicacion de este hongo y su capacidad para mejorar
propiedades y caracteristicas no solo de la plantula sino también del suelo, al favorecer un buen
desarrollo en las plantulas reduce la aplicacién de productos de sintesis quimica., mitigando el

dafo ocasionado por los mismos.

Impacto econdémico. El obtener resultados que sean favorables y en beneficio de los
agricultores o productores, generara una repercusion positiva en los mismos en cuanto al factor
econdmico, ya que les permitira generar un ahorro en el costo de produccion, disminuir pérdidas
por dafio en las semillas ademas de lo ya mencionado en el impacto social, considerando que

estos van ligados de la mano.
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Los recursos economicos requeridos para el desarrollo del presente ensayo fueron exclusivos

de las tesistas y en la tabla a continuacion se detallan los valores:

Descripcion Cantidad Costo Unitario Costo total
Semillas de clitoria 700 0,07% 50%
Bandejas germinadoras 4 4% 16$
Trichoderma 3 10% 3%
Tierra de Cacao 2qq 10% 20$
Diatomeas 1 16$ 16%
Envases plasticos 6 0,50 3%
Jeringa 1 0,25% 0,25%
Agua destilada 8 botellas 0,60 $ 4,80%
Guantes 8 pares 0,75% 6$
Mascarillas 8 pares 0,25% 2%
Estilete 1 1% 1%
Calibrador 1 1% 1%
Bolsa hermética aluminizada 3 0,10% 0,30%
Cuaderno de campo 1 1$ 1$
Cinta métrica 1 0,60 $ 0,60 $
Cinta de rotulado 1 0,70 % 0,70 %
Marcador permanente 1 0,75 % 0,75 %
Pasajes 2 0,35$ 0,70$
Traslado de tierra de cacao 200 10$ 10%
Balanza de humedad 1 0 0
Balanza de pesado eléctrica 1 0 0
Probeta 1 0 0
Mandil 1 10$ 10$
Subtotal 63,57 $ 139 %
Imprevistos (5%) 3,17 6,95
Total 66,47 $ 145,95%

Elaborado por: Pastufia y Teran (2022).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

.1. Conclusiones

El tiempo de remojo que fue mas efectivo en el proceso de emergencia en base con sus
interacciones fue el tratamiento T9 de 3 horas de remojo en Trichoderma con una media de
germinacién de 43,33%, lo cual indicd la influencia de Trichoderma harzianum en este
proceso, sin embargo, para los testigos el de mejor germinacién fue el T3 con 12 horas de
remojo en agua, lo cual demuestrd una reduccion en el tiempo de remojo cuando se usa el
bioestimulante.

Para el caso del factor frio, aquel que mostré una mayor influencia en la germinacién fue el
del T9 con 0 dias de frio, confirmando que las semillas de Clitoria ternatea recién
cosechadas presentaron mayor viabilidad, misma que se va perdiendo con el pasar de los
dias.

Los andlisis de los factores en estudio, dias de frio y tiempo de remojo de manera
independiente, mostraron el nulo efecto de esta Gltima en las variables de altura de plantula,
diametro del tallo, longitud de hojas funcionales y numero de hojas funcionales a los 30 dias,
evidenciando en cambio que si existe, influencia del tiempo de frio y que los mejores
resultados se obtuvieron con los menores tiempos. Para el caso de largo de raiz, peso de raiz,
volumen de raiz y materia seca se observé que existen diferencias entre estos factores y que
los tiempos de remojo que brindaron mejores resultados fueron los de 3 y 6 horas de remojo.
Esto debido a que, al momento que interacttan entre si, se evidencia diferencias estadisticas,
mismas que no son muy marcadas, posiblemente debido al limite de espacio al que fueron
sometidas, lo cual disminuyé su desarrollo.

Todas las variables estudiadas mostraron que los tratamientos con cero o diez dias de frio en
los diferentes niveles de remojo fueron los de mejores resultados, pese a que las diferencias
entre si fueron minimas y en algunos casos sin una diferencia estadistica significativa.

En base con los resultados obtenidos de las variables evaluadas, se acepta la hipotesis
alternativa la cual menciona que si existe influencia de la interaccion de las horas de remojo

con los dias de frio en el presente ensayo.
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14.2. Recomendaciones

¢ Realizar la investigacion con plantulas sembradas a campo abierto para que el factor espacio
no sea una limitante, estas puedan tener un mejor desarrollo y obtener resultados fiables de
desarrollo morfoldgico.

e Se sugiere también probar diferentes temperaturas de frio, que permitan corroborar los
resultados obtenidos o0 a su vez, indicar posibles temperaturas donde no se vea afectada el
desarrollo del embrién y la germinacion sea uniforme.

e Por ultimo, probar tiempos de remojo diferentes a los usados en este ensayo para verificar

una posible influencia en su desarrollo vegetativo y materia seca.
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Anexo 5. Aval de traduccién del idioma inglés

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad Técnica de

Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que:

La traduccién del resumen al idioma Inglés del proyecto de investigacion cuyo titulo versa:
EFECTO BIOESTIMULANTE DE trichordema harzianum rifai EN SEMILLAS DE
clitoria ternatea SOMETIDOS A DIFERENTES PERIODOS DE FRIO Y REMOJO
presentado por: Diana Vanessa Pastufia Toaquiza, Silvia Alexandra Teran Molina
egresados de la Carrera de: Agronomia, perteneciente a la Facultad de Ciencias
Agropecuarias y Recursos Naturales, lo realizé bajo mi supervision y cumple con una

correcta estructura gramatical del Idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo al peticionario hacer uso del

presente aval para los fines académicos legales.
La Mana, 26 Agosto del 2022

Atentamente,

i | BEBASTIAN
b Lo, FERNANDD RAMON
ol B ] AMORES

-;._1.2..?

Mg. Ramdn Amores Sebastian Fernando
DOCENTE DEL CENTRO DE IDIOMAS
C.1: 050301668-5



Anexo 6. Evidencias Fotogréaficas

Figura 1: Desinfeccion de tierra

Elaborado por: Pastufia & Teran

Figura 3: Preparacion de la solucion de
trichoderma
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b 2

Elaborado por: Pastufia & Teran
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Figura 5: Siembra de semillas de
Clitoria ternatea

Elaborado por: Pastufia & Teran
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Figura 2: Ingreso de las semillas
rotuladas en la camara de refrigeracion
del laboratorio de Germoplasma

Elaborado por: Pastufia & Teran

Figura 4: Rotulacion de la bandeja
germinadora

Elaborado por: Pastufia & Teran

Figura 6: Germinacion de semillas
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Elaborao por: Pastuia & Teran
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Resgritro de las variables en el laboratio a los 30 dias

Figura 7: Toma de datos en
laboratorio

Elaborado por: Pastufia & Teran

Figura 9: Diametro de tallo
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Elaborado por: Pastufia & Teran

Figura 8: Altura de planta
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Elaborado por: Pastufia & Teran

Figura 10: Numero de hojas
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Elaborado por: Pastufia & Teran

Figura 12: Largo de raiz

Elaborado por: Pastufia & Teran
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Figura 13: Peso de raiz Figura 14: Volumen de raiz
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Elaborado por: Pastufia & Teran Elaborado por: Pastufia & Teran
Figura 14: Peso fresoco de la parte Figura 14: Secado de plantula

(Balanza de humedad)
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Elaborado por: Pastufia & Teran Elaborado por: Pastufia & Teran
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Anexo 7. Croquis del disefio experimental

Testigo 12 Testigo 24 3 horas de trichoderma 6 horas de trichoderma 12 horas de trichoderma 24 horas de trichoderma

R1 R2 R3 R1 R2 R3 Rl | R2 R3 R1 R2 R3 | R1 R2 R3 | R1 R2 | R3




