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Abstract

Grafting is a common practice in cacao cultivation, but it has not been
reported whether rootstock-scion combinations respond differently in terms of
water transport, growth, or nutrient uptake under varying soil water availability
conditions. The effects of water deficit on water potential (W), basal diameter (bd),
root growth, chlorophyll and leaf concentrations of nitrogen (N) were evaluated in
16 rootstock-scion combinations that resulted from four rootstocks and four scion
clones. Grafted seedlings were subjected to two water regimes: 21 days without
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irrigation (WD) and continuous irrigation (I). Under WD conditions, W, tended
to be lower when using the EETP800 clone with the four rootstocks, indicating
that this clone may have a higher rate of transpiration. The greater W (p <0.05)
obtained with the EET400 and EET399 rootstocks-scion combinations indicate
higher water uptake capacity by the root systems of these rootstocks, which permits
the maintenance of adequate transpiration rates and higher W. The higher bd,
chlorophyll content and leaf N content obtained in the combinations of scions
with the EET400 rootstock under WD impart on this rootstock a more favorable
degree of adaptability for tolerating water deficits. However, this tolerance is not
associated with increased root growth, which indicates that higher efficiency of
water uptake is related to metabolic and physiological processes rather than a
larger root surface.

Key words: tolerance to water deficit, root system, grafting.

Resumen

La injertacién es una practica comtn en cacao y hay limitada informacién sobre
si las combinaciones patrdén-injerto presentan diferentes respuestas hidricas,
crecimiento y toma de nutrientes en diferentes condiciones de disponibilidad de
agua. Los efectos del déficit hidrico sobre el potencial hidrico (W), didmetro basal
(bd) y crecimiento radicular, clorofila y concentraciones foliares de nitrégeno (N)
fueron evaluados en 16 combinaciones patrén-injerto que resultaron de cuatro
patrones y cuatro injertos de clones. Plantulas injertadas fueron sometidas a dos
regimenes de agua: 21 dias sin riego (WD) y riego continuo (I). En condiciones
de WD se encontré la tendencia de menores W, usando el clon EETP800 con los
cuatro patrones. Mientras que los mayores W, (p < 0,05) obtenidos en todas las
combinaciones de los injertos con los patrones EET400 y EET399 indican una
mejor capacidad de toma de agua por parte del sistema radicular de estos patrones,
lo que permite mantener tasas transpiratorias adecuadas y mayores W. Esto
pudiera confirmar que en cacao los patrones pueden regular la capacidad hidrica.
Las mayores bd, contenido de clorofila y contenido de N foliar obtenidos en las
combinaciones con el patron EET400 en WD le confieren una mejor capacidad
de tolerancia al déficit hidrico, sin embargo esta capacidad no esta asociada a
un mayor crecimiento radicular en déficit de agua, lo cual indica que la mayor
eficiencia de toma de agua esta relacionada a procesos metabdlicos - fisioldgicos y
no a una mayor superficie radicular que permita mayor toma de agua.

Palabras clave: tolerancia al déficit de agua, sistema radicular, injertacién.

Resumo
A enxertia é uma pratica comum no cacau e nio tem sido relatado se

as combinagdes padrio-enxerto apresentam diferentes respostas hidricas,
crescimento e absorc¢io de nutrientes em diferentes condi¢ées de disponibilidade
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de 4gua. Os efeitos do déficit hidrico no potencial hidrico (Pf), didmetro basal (bd)
e crescimento radicular, clorofila e nitrogénio foliar (N) foram avaliados em 16
combinacgbes padrao-enxerto que resultaram de quatro padrées e quatro enxertos
ou clones. As mudas enxertadas foram submetidas a dois regimes de dgua: 21
dias sem irrigacdo (WD) e irrigacdo continua (I). Sob condi¢ées WD, a tendéncia
de menor Wf foi encontrada usando o clone EETP800 com os quatro padrdes,
indicando uma taxa de transpiracdo mais alta que este clone pode ter. Enquanto
os maiores Pf (p <0,05) obtidos com os padrées EET 400 e EET399 indicam uma
melhor capacidade de captacdo de dgua pelo sistema radicular desses padrdes,
0 que permite manter taxas transpiratérias adequadas e maiores Wf. Isso pode
confirmar que no cacau os padrbées podem regular a capacidade de agua. Os
maiores teores de bd, clorofila e N foliar obtidos nas combinacées com o padrio
EET400 em WD conferem-lhe uma melhor capacidade de tolerar o déficit hidrico,
porém esta capacidade nio estd associada a um maior crescimento radicular
no déficit hidrico, o que indica que a maior eficiéncia da absorcio de dgua esta
relacionada a processos metabdlico-fisioldgicos e ndo a uma superficie radicular
maior que permite maior absor¢do de agua.

Palavras-chave: tolerancia ao déficit hidrico, sistema radicular, enxertia.

Introduction Introduccion

In wvarious cultivated species, Varias especies cultivadas, se
scions can be grafted on to rootstocks pueden injertar para encontrar
to find rootstock-scion combinations combinaciones patrdén-injerto  que
that achieve better quality and logren una mejor calidad y una mayor
higher production (Martinez-Ballesta produccion  (Martinez-Ballesta et
et al., 2010). Although successful al., 2010). Aunque se han logrado
combinations have been achieved, combinaciones exitosas, aun se
better understanding of the responses requiere una mejor comprensién de
of rootstock-scion combinations to las respuestas de las combinaciones
different abiotic and biotic factors and de portainjerto-injerto a diferentes
their effects on quality and production factores abidticos y bidticosy sus efectos
is still required (Baron et al., 2019). sobre la calidad y la produccién (Baron
Various combinations of rootstocks and et al., 2019). Varias combinaciones
scions differ in growth rates, tolerance de portainjertos e injertos difieren
to low and high temperatures, fruiting en tasas de crecimiento, tolerancia a
time, gas exchange rates and plant temperaturas bajas y altas, tiempo de
water conditions (Warschefsky et al., fructificacién, tasas de intercambio
2016). de gases y condiciones hidricas de la

Rootstocks have been used in the planta (Warschefsky et al., 2016).
propagation of cacao for the last 16 Los portainjertos se han utilizado
years (Irizarry and Goenaga, 2000), en la propagacién del cacao durante
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providing favorable results compared
to direct seeding of twigs, in which
hormones are used to promote root
growth. Cacao rootstocks have been
selected primarily for their tolerance
to diseases caused by fungi in the soil,
such as those caused by the fungal
species  Ceratocystis  cacaofunesta
and Moniliophthora  perniciosa.
Unlike with other crops, few studies
have evaluated the rootstock-scion
interaction. Recently, Ribeiro et al.
(2016) found that the sensitivity
of rootstocks to C. perniciosa can
be modified through  different
rootstock-scion combinations. Yield
differences among cacao rootstocks
have previously been reported by Yin
(2004) in Malaysia, where did not find
rootstock-scion interaction affecting
production characteristics; however, it
is achieved better production with the
clones evaluated using the rootstock
SCA12 X SCA9 A, a scavina type
material.

Current climatic changes may
also modify the dynamics of rainfall,
leading to the predominance of more
humid environments and greater
problems with flooding or declines
in precipitation (Pautasso et al.,
2012). Therefore, there is a need to
provide solutions for various climate
scenarios. The use of grafting is an
available option for which adaptation
of rootstock-scion combinations to
water deficits should be evaluated.
This becomes more relevant in the
context of climate change (Chaves
et al., 2016). Under water deficits,
rootstocks can influence rates of gas
exchange, which vary by rootstock-
scion combination (Keller et al., 2012).
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los dltimos 16 anos (Irizarry vy
Goenaga, 2000), proporcionando
resultados favorables en comparacién
con la siembra directa de ramillas,
en la que se utilizan hormonas
para promover el crecimiento de las
raices. Los portainjertos de cacao han
sido seleccionados principalmente
por su tolerancia a enfermedades
causadas por hongos en el suelo,
como las causadas por las especies
de hongos Ceratocystis cacaofunesta.
A diferencia de otros cultivos, pocos
estudios han evaluado la interaccién
patrén-injerto. Recientemente,
Ribeiro et al. (2016) encontraron que
la sensibilidad de los portainjertos
a  Moniliophthora perniciosa se
puede modificar mediante diferentes
combinaciones de portainjerto-injerto.
Las diferencias de rendimiento entre
portainjertos de cacao han sido
previamente reportadas por Yin (2004)
en Malasia, donde no se encontrd
que la interaccién portainjerto-
injerto afectara las caracteristicas
de produccién; sin embargo, se logrd
una mejor produccién con los clones
evaluados utilizando el patrén SCA12
X SCA9 A, un material tipo scavina.
Los cambios climaticos actuales
también  pueden  modificar la
dindmica de las lluvias, lo que lleva
al predominio de ambientes mas
himedos y mayores problemas de
inundaciones o disminucién de las
precipitaciones (Pautasso et al., 2012).
Por lo tanto, existe la necesidad de
brindar soluciones para diversos
escenarios climaticos. El uso de
injertos es una opcién disponible para
la cual se debe evaluar la adaptacién
de combinaciones de portainjerto-
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Root conductivity depends to a great
extent on aquaporins, which also take
part in the modulation of the stomatal
response. High tolerance to water
deficit is also influenced by increase
the concentration of abscisic acid
(ABA) in the roots, which influences
stomatal closure and hydraulic
conductivity (Pantin et al., 2012).

In Ecuador, higher frequencies
of nights and days with high
temperatures were reported during
the 1951-2010 period, as well as an
increase in consecutive days without
rain and in frequency of extreme
rainfall (Donat et al., 2013). The
question arises if the type of rootstock
influences responses to water deficits
by cacao, for which information
is lacking on physiological
mechanisms. Therefore, knowledge
of the responses of rootstock-scion
interaction to water availability
would permit the elucidation of
combinations that could be used in
the following decades. Uptake of both
water and nutrients by grafted plants
depends on the lateral and vertical
root systems (Martinez-Ballesta et
al., 2010). It is therefore essential to
know how rootstock-scion interaction
affects the assimilation of nutrients,
which varies among seedlings of
cacao clones during periods of water
deficit (Santos et al, 2014).

This work aims to evaluate water
responses, changes in chlorophyll
concentrations, leaf N, basal diameter
and root growth among different
rootstock-scion  combinations  of
Ecuadorian cacao under both
normal irrigation and water deficit
conditions.
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injerto a los déficits hidricos. Esto se
vuelve mds relevante en el contexto del
cambio climatico (Chaves et al., 2016).
En situaciones de déficit hidrico, los
portainjertos pueden influir en las
tasas de intercambio de gases, que
varian segun la combinacién de
portainjerto-injerto (Keller et al.,
2012). La conductividad hidraulica de
la raiz depende en gran medida de las
acuaporinas, que también intervienen
en la modulacién de la respuesta
estomatica. La alta tolerancia al déficit
hidrico también se ve influenciada por
el aumento de la concentraciéon de
acido abscisico (ABA) en las raices,
que influye en el cierre estomatico y
la conductividad hidraulica (Pantin et
al., 2012).

En Ecuador, se reportaron mayores
frecuencias de noches y dias con altas
temperaturas durante el periodo
1951-2010, asi como un aumento en
los dias consecutivos sin lluvia y en la
frecuencia de lluvias extremas (Donat
et al., 2013). Surge la pregunta de
si el tipo de portainjerto influye en
las respuestas a los déficits hidricos
del cacao, para lo cual se carece de
informacién sobre los mecanismos
fisiolégicos. Por tanto, el conocimiento
de las respuestas de la interaccién
portainjerto-injerto a la disponibilidad
de agua  permitiria  dilucidar
combinaciones que podrian utilizarse
en las proximas décadas. La absorcién
tanto de agua como de nutrientes por
las plantas injertadas depende de los
sistemas deraices laterales y verticales
(Martinez-Ballesta et al., 2010). Por
ello, es fundamental conocer cémo
la interaccién portainjerto-injerto
afecta la asimilacién de nutrientes, la
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Material and methods

Plant material: rootstocks and
scions

Seeds of rootstocks EET 399, EET
400, IMC 67 and CCN51 were obtained
from fruits resulting from open
pollination. The first three rootstocks
were selected based on their resistance
to Ceratocystis cacaofunesta. These
rootstocks have shown low yields.
CCN 51 was selected because its use
is becoming widespread in Ecuador,
despite this clone not having tolerance
to C. cacaofunesta, but its precocity and
highproductionhavebeendemonstrated
(Boza et al., 2014). Fruits were taken
from trees planted at the Pichilingue
Tropical Experimental Station (1°4’33”
S, 79°29'15” W, elevation 110 m) of the
National Research Institute (INIAP)
in Quevedo, Ecuador. Seeds were sown
in 16 kg. bags filled with black soil for
a total of 80 seedlings per rootstock.
Clones EETP 800, EETP 801, Ti2
and T24 (4 clones) were selected as
scions, all of them of the Nacional type
according classification of Motamayor
et al. (2008). The first two were recently
released by INIAP (Loor et al., 2019),
and the last ones were obtained from
crosses of pre-selected National-type
clones based on characteristics of
productivity and tolerance to diseases
with CCN 51 clone. These clones are
still under evaluation of yield and
disease tolerance (Jaimez et al., 2018;
Jaimez et al., 2020). At 126 days
after sowing, when the seedlings had
between six to eight leaves, seedlings
of each rootctock were grafted with
different scions using the bud grafting
method. In total were 16 combinations
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cual varia entre plantulas de clones
de cacao durante periodos de déficit
hidrico (Santos et al, 2014). Este
trabajo tiene como objetivo evaluar
las respuestas al agua, los cambios
en las concentraciones de clorofila,
el N de las hojas, el didametro basal
y el crecimiento de las raices entre
diferentes combinaciones patrén-
injerto del cacao ecuatoriano tanto en
condiciones normales de riego como de
déficit hidrico

Materiales y métodos

Material vegetal: portainjertos
e injertos

Se obtuvieron semillas de los
portainjertos EET 399, EET 400,
IMC 67 y CCN51 a partir de frutos
resultantes de la polinizacién abierta.
Los tres primeros portainjertos
se seleccionaron en funcion de su
resistencia a C. cacaofunesta. Estos
portainjertos han mostrado bajos
rendimientos. Se seleccion6 CCN 51
porque su uso se esta generalizando
en Ecuador, a pesar de que este clon
no tiene tolerancia a C. cacaofunesta,
pero se ha demostrado su precocidad y
alta produccién (Boza et al., 2014). Los
frutos se tomaron de arboles plantados
en la Estacion Experimental Tropical
Pichilingue (1° 4 ‘33”S, 79° 29 15 °
W, elevacién 110 m) del Instituto
Nacional de Investigaciones (INIAP)
en Quevedo, Ecuador. Las semillas se
sembraron en bolsas de 16 kg llenas
de tierra negra para un total de 96
plantulas por patrén. Se seleccionaron
como injertos los clones EETP 800,
EETP 801, T12 y T24, todos ellos
del tipo Nacional segun clasificacién
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(4 rootstocks x 4 scions) and 24 plant
per combination. The grafted plants
were kept in a greenhouse and watered
every two or three days and fertilized
each bag every 15 days with 15 g of a
commercial formula (12-15-12 NPK
+ micronutrients). During the period
of the experiment when plants were
in the greenhouse, the maximum
average temperature was 27.5 °C,
and the minimum was 22 °C. Values
for maximum and minimum average
relative humidity were 92 and 61%,
respectively. The inner part of the
greenhouse roof had a mesh radiation
absorption of 50%.

At 90 days after the grafting,
when grafted plants had at least
6-8 leaves, half of the plants in each
combination were not irrigated (water
deficit treatment, WD), while the other
half were irrigated (I), keeping the
soil at 80% of field capacity. WD was
established by decreasing gradually
water availability from 80% to 40%
of field capacity, which was achieved
after up to 21 days without irrigation.
The combinations were distributed in a
completely randomized design.

Determination of water
potential, leaf nitrogen
concentration, chlorophyll and
root growth

At 18 days after the water
availability experiment began, leaf
water potential (W) measurements
were carried out between 12:00-13:00
h. with a Scholander pressure chamber
(Model 615, PMS Instrument).
For each combination, four plants
randomly selected were measured. At
21 days, in 4 plants randomly selected
the basal diameter (bd) and the
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de Motamayor et al. (2008). Los
dos  primeros fueron lanzados
recientemente por el INIAP (Loor et
al., 2019), y los dltimos se obtuvieron
a partir de cruces de clones tipo
National, preseleccionados en funcién
de caracteristicas de productividad
y tolerancia a enfermedades con el
clon CCN 51. Estos clones aun estan
bajo evaluacién de rendimiento y
tolerancia a enfermedades (Jaimez
et al., 2018: Jaimez et al., 2020). A
los 126 dias después de la siembra,
cuando las plantulas tenian entre seis
y ocho hojas, las plantulas de cada
portainjerto fueron injertadas con los
diferentes clones utilizando el método
de injerto lateral. En total fueron 16
combinaciones (4 portainjertos x 4
injertos) y 24 plantas por combinacion.
Las plantas injertadas se mantuvieron
en invernadero y se regaron cada dos o
tres dias y se fertilizaron cada 15 dias
con 15 g de una férmula comercial
(12-15-12 NPK + micronutrientes).
Durante el periodo del experimento
cuando las plantas estuvieron en el
invernadero, la temperatura promedio
maxima fue de 27,5 ° C y la minima
fue de 22 ° C. Los valores de humedad
relativa promedio maxima y minima
fueron 92 y 61%, respectivamente. La
parte interior del techo del invernadero
tenia una malla de 50% de absorcién
de radiacién.

A los 90 dias después de la
injertacién, cuando las plantas
injertadas tenian al menos 6-8
hojas, la mitad de las plantas de
cada combinacién no se regaron
(tratamiento de déficit hidrico,
WD), mientras que la otra mitad
se regé (I), manteniendo el suelo

Esta publicacion cientifica en formato digital es continuacion de la Revista Impresa: Deposito legal pp 196802ZU42, ISSN 0378-7818.



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2021, 38(3): 630-650. Julio-Septiembre.

Jaimez et al.

chlorophyll content was measured.
Basal diameter was measured at
5 cm. above the surface and the
amount of chlorophyll in the leaf was
measured with a chlorophyll meter
SPAD (Minolta SPAD 502 model).
The SPAD-502 meter measures the
transmittance of red and infrared
radiation through the leaf, and
calculates a SPAD value which is an
indirect measurement of chlorophyll
content. Mature leaf samples were
taken from the same four plants per
combinations and were dried at 70°C
at constant weight. They were ground
and passed through a 0.01 cm sieve.
The concentration of N was obtained
following the Kjeldahl method. The
volume of the taproot and branch
roots was measured by immersing
the roots in a cylinder with a known
volume of water, measuring the
increase in volume once the sample
was introduced (Santos et al., 2014).
The ratio of branch roots to taproot
roots (BR/TR) was calculated.

Data were expressed as means
and corresponding standard errors.
Differences in  variables  were
analyzed by analysis of variance
and Tukey’s test (p < 0.05) was used
to evaluate significance of effects of
water conditions on rootstock-scion
combinations.

Results and discussion

Visible symptoms of chlorosis and
leaf drops were observed only in plants
of all combinations of EET 399, IMC
67 and CCN 51 rootstocks subjected to
water deficit, while no chlorosis or leaf
drops were observed with EET 400
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en 80% de la capacidad de campo.
La WD se establecié disminuyendo
gradualmente la disponibilidad de
agua del 80% al 40% de la capacidad
del campo, lo que se logré después de
21 dias sin riego. Las combinaciones
se distribuyeron en un disefio
completamente al azar.

Determinacién del potencial
hidrico, concentracion de
nitréogeno foliar, clorofila y
crecimiento radicular

A los 18 dias de iniciado el
experimento de disponibilidad de
agua, se realizaron mediciones del
potencial hidrico foliar (W) entre
las 12:00 y las 13:00 horas con
una camara de presiéon Scholander
(Modelo 615, PMS Instrument). Para
cada combinacién, se midieron cuatro
plantas seleccionadas al azar. A los
21 dias, en 4 plantas seleccionadas
al azar se midié el didmetro basal
(bd) y el contenido de clorofila. El
diametro basal se midié a 5 cm sobre
la superficie y la cantidad de clorofila
en la hoja se midi6 con un medidor
de clorofila SPAD (modelo Minolta
SPAD 502). El medidor SPAD-502
mide la transmitancia de la radiacién
roja e infrarroja a través de la hoja
y calcula un valor SPAD que es una
medida indirecta del contenido de
clorofila. Se tomaron muestras de
hojas maduras de las mismas cuatro
plantas por combinacién y se secaron
a 70 ° C a peso constante. Se molieron
y se pasaron por un tamiz de 0,01 cm.
La concentracién de N foliar se obtuvo
siguiendo el método de Kjeldahl.
El volumen de la raiz pivotante y
de las raices secundarias se midid
sumergiendo las raices en un cilindro
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rootstock in combinations with the
different scions under water deficit.
Irrigated plant not showed chlorosis
symptoms.

Water
chlorophyll

At 18 days, the irrigated seedlings
in all combinations maintained W,
between -0.9 and -1.3 MPa with not
significant differences (Figure 1A).
The combinations under water deficit
varied in W, In general, after 18 days
without irrigation, all combinations
showed W, less than -1.5 MPa (Figure
1B). The EETPS800 scion exhibited
the most negative values of W, with
all rootstocks. The combination
IMC67-T24 showed the highest W (-1.4
MPa) but also with the combination
IMC67-EETP 800 the lowest W, was
obtained (figure 1B). Combinations
with rootstock EET399 and EET 400
exhibited significant higher W, (-1.88
and -2.06 MPa, respectively) that
combinations with rootstocks IMC67
(-2.27 MPa) and CCN51. (-2.24 MPa).

The low W, trend observed for the
EETPS800 clone with the four rootstocks
indicates that this clone may have a
higher transpiration rate. The higher W,
mean obtained with rootstocks EET 400
and EET399 indicate these rootstocks
have physiological mechanisms to
preserve water either through stomatal
closures or a greater intake of water
through its roots. Similar to our results,
Garcia and Moreno (2015) found that W,
of seedlings of three clones grafted on
IMC 67 decreased as levels of available
soil water diminished. Additionally,
there was a reduction in stomatal
conductance, which reduced the
assimilation of CO, rate.

leaf potential and
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con un volumen de agua conocido,
midiendo el aumento de volumen una
vez introducida la muestra (Santos et
al., 2014). Se calculé la relacién entre
las raices de las raices secundarias y
las raices pivotantes (BR / TR).

Los datos se expresaron
como medias y errores estandar
correspondientes. Las diferencias en
las variables se analizaron mediante
andlisis de varianza y se utilizd la
prueba de Tukey (p < 0.05) para
evaluar la significancia de los efectos
de las condiciones del agua en las
combinaciones de portainjerto-injerto.

Resultados y discusion

Los sintomas visibles de clorosis y
caida de hojas se observaron solo en
plantas de todas las combinaciones
de los portainjertos EET 399, IMC 67
y CCN 51 sometidas a déficit hidrico,
mientras que no se observaron clorosis
ni caida de hojas con el portainjerto
EET 400 y sus combinaciones con los
diferentes clones en el tratamiento de
déficit hidrico. Las plantas regadas no
presentaron sintomas de clorosis.
Potencial hidrico foliar de agua y
clorofila

A los 18 dias, plantulas
regadas en todas las combinaciones
mantuvieron Wf entre -0,9 y -1,3 MPa
sin diferencias significativas (figura
1A). Las combinaciones bajo déficit
hidrico variaron en W. En general,
después de 18 dias sin riego, todas las
combinaciones mostraron W, menos
de -1,6 MPa (figura 1B). El injerto
EETP800 exhibié los valores mas
negativos de W, con todos los patrones.
La combinacién IMC67-T24 mostré los

las
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Figure 1. Leaf water potentials (¥,) of rootstocks-scions seedlings combinations at 18 days with
irrigation (A) and without irrigations (B). Bars mean standard error. Different letters
in each soil water condition indicate significant differences (p <0.05) according to Tukey’s test.

Figura 1: Potenciales hidricos foliares (W,) de combinaciones de portainjertos con 4 tipos de
clones de cacao a los 18 dias con riego (A) y sin riego (B). Barras significan error estandar.
Diferentes letras en cada condicién de agua del suelo indican diferencias significativas (p <0,05)

segun la prueba de Tukey.

This seems to confirm that
rootstocks in cacao can regulate the
water transport ability of the plant,
as reported by Goncalves et al. (2006)
for sweet cherry. In conditions of high
evaporative demand, this trait would
avoid the rapid wilting that was
observed in the combinations with the
rootstocks IMC 67 and CCN51 and
consequent seedling deaths.

Chlorophyll, Leaf nitrogen and
basal diameter

Rootstock EET400 had the highest
means in WD for chlorophyll, and
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W, mas altos (-1,4 MPa), mientras que
con la combinacién IMC67-EETP 800
seobtuvoel W masbajo (figura 1B). Las
combinaciones con los portainjertos
EET399 y EET 400 exhibieron W,
significativamente mayores (-1,88 y
-2,06 MPa, respectivamente) que las
combinaciones con los portainjertos
IMC67 (-2,27 MPa) y CCN51. (-2,24
MPa).

La tendencia de bajos W observada
para el clon EETP800 con los cuatro
patrones indica que este clon puede
tener una mayor tasa de transpiracion.
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leaf N concentration in combination
with different scions. For example,
for chlorophyll content of rootstock
EET 400 showed the highest and most
significant values of SPAD (35.3) in
relation to the other three rootstocks,
while the rootstock CCN 51 showed
significantly lower SPAD (20.9) (Table
1). Similarly, for the concentration
of leaf N and bd, significantly higher
values of 2% and 11.6 mm, were
achieved with the EET 400 rootstock.
Under irrigation conditions the
combination EET 400-EETP 800
had the highest SPAD (49.7), while
other combinations showed similar
values (figure 2A). Under conditions
of water deficit, the EET 400-EETP
800, EET 400-EETP801 and EET 400-
T12 combinations showed the most
significant and highest SPAD values.
CCNb51 with T12 was the combination
with the lowest SPAD value (figure
2B).

ISSN 2477-9407

La media de W, méas alta obtenida con
los portainjertos EET 400 y EET399
indican que estos portainjertos
tienen mecanismos fisiolégicos para
preservar el agua ya sea mediante
cierres estomaticos o una mayor toma
de agua a través de sus raices. De
manera similar a nuestros resultados,
Garcia y Moreno (2015) encontraron
que W, de plantulas de tres clones
injertados en IMC 67 disminuyeron
a medida que disminuian los niveles
de agua del suelo disponible. Adema4s,
hubo una reduccién en la conductancia
estomatica, lo que redujo la tasa
de asimilacién de CO,.Esto parece
confirmar que los portainjertos del
cacao pueden regular la capacidad
de transporte de agua de la planta,
coincidiendo con lo reportado por
Goncalves et al. (2006) para cereza
dulce. En condiciones de alta demanda
evaporativa, este rasgo evitaria
el rapido marchitamiento que se

Table 1. Means of chlorophyll, leaf N concentration and basal diameter
(bd) in four 4 types of rootstocks grafted with four different
clones (EETP 800, EETP 801, T12 and T24) submitted to
irrigation and 21-day period without irrigation.

Cuadro 1. Promedios de clorofila, concentracion de N foliar y diametro
basal (bd) en cuatro 4 tipos de portainjertos injertados con
cuatro clones diferentes (EETP 800, EETP 801, T12 y T24)
sometidos a riego y periodo de 21 dias sin riego.

Irrigated Not irrigated
Rootstock Ch(lgf,z%h)y“ leaf N (%) bd (mm) Ch(lgf,&l})h)yn leaf N (%)  bd (mm)
EET 40 39.8:0.6a  2.1£0.3a 12.040.9a 35.3:1.5a 22:03a  11.6:0.5a
IMC 67 38.6:0.5b  2.0:05ab  10.1+1.2a 24.4+2.2b 1.740.4b 9.8£0.7b
EET 399 37.2¢1.2b  20+0.8ab  11.7+1.2a 24.0+1.8b 1.740.3b 10.1:0.6b
CCN51 35.0+1.3¢ 1.8+0.7b 11.441.1a 20.9+1.9¢ 1.6:0.4b 10.0£0.9b

Different ITetters in the same column 1indicate significant differences (p<0.05) according to Tukey’s test. Means

values + standard error.

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p <0,05) segtn la prueba de Tukey.

Valores de medias + error estandar.
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Figure 2. Concentration of chlorophyll in cacao seedlings of rootstocks combined with 4 types of
clones in irrigation conditions (A) and water deficit of 21 days (B). Bars indicate the
standard error of the mean, different letters indicate significant differences (p <0.05) according

to Tukey test.

Figura 2. Concentracion de clorofila en plantulas de combinaciones de portainjertos combinados
con 4 tipos de clones de cacao en condiciones de riego (A) y déficit hidrico de 21
dias (B). Las barras indican el error estandar de la media, letras diferentes indican diferencias
significativas (p <0.05) segun la prueba de Tukey.

The WD plants produced lower
leaf contents of N in all combinations.
Underirrigation, the only differences
were between the combination EET
400-EETP 800 with the highest value
(21.2 mg.g’) and the combination
CCN51-T12 with the lowest value
(18.1 mg.g') (figure 3A). Under
WD conditions, combinations of
EET 400 with different scions were
significantly higher (P <0.05) than
the CCN51-T12 combination (figure
3B). There were no differences in bd
among the combinations in irrigated
plants, (figure 4A), whereas
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observé en las combinaciones con los
portainjertos IMC 67 y CCN51 y las
consecuentes muertes de plantulas.

Clorofila, nitrogeno foliar y
diametro basal

El portainjerto EET400 presentd
los promedios maés altos en condiciones
de WD para clorofila y concentraciéon
de N en las hojas en combinacién con
los diferentes injertos. Por ejemplo,
para el contenido de clorofila el patrén
EET 400 mostr6 los valores mas
altos y significativos de SPAD (35.3)
en relacion a los otros tres patrones,
mientras que el patrén CCN 51 mostrd
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with WD, the bd values of the
combinations of rootstocks CCN51
and EET 399 with the scion T24
were significantly lower (p <0.05)
than combinations of the EET 400
rootstock with EETP 800, EETP 801
and T24 and combinations of EET
399 rootstock with EETP 800 and
EETP 801 scions (Figure 4B).

ISSN 2477-9407

SPAD significativamente menores en
déficit hidrico (20.9) (Cuadro 1). De
manera similar, para la concentracién
de N en las hojas y bd, se obtuvieron
valores significativamente mayores
de 2% y 11,2 mm, con el patrén EET
400. En condiciones de riego, la
combinacién EET 400-EETP800 tuvo
el SPAD maés alto (49,7), mientras
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Figure 3. Concentration of leaf Nitrogen of seedlings combinations of 4 rootstocks with 4 types
of scion in irrigation conditions (A) and water deficit of 21 days (B). Bars indicate the
standard error of the mean, different letters indicate significant differences (p < 0.05) according

to the Tukey test.

Figura 3. Concentracién de nitrogeno foliar de plantulas de combinaciones de 4 portainjertos
injertadas con 4 tipos de clones en condiciones de riego (A) y déficit hidrico de 21
dias (B). Las barras indican el error estandar de la media, letras diferentes indican diferencias
significativas (p <0,05) segtin la prueba de Tukey.
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Figure 4. Basal diameter of 4 rootstocks with 4 types of scions of cacao combinations under
irrigation conditions (A) and 21-day water deficit (B). Bars indicate the standard error of
the mean, different letters indicate significant differences (p <0.05) according to Tukey’s test.

Figura 4. Diametro basal de combinaciones 4 portainjertos injertados con 4 tipos de clones de
cacao en condiciones de riego (A) y déficit hidrico de 21 dias (B). Las barras indican el
error estandar de la media, letras diferentes indican diferencias significativas (p <0,05) segun

la prueba de Tukey.

Highest significant (p <0.05)
average values were obtained for
the concentration of leaf nitrogen,
chlorophyll and bd with the EET
400 rootstock under water deficit
conditions. With the use of EET
400, high production has already
been achieved with several scions

(Goenaga et al.,, 2015), which
suggests that this rootstock
has characteristics that allow

it to be combined with a high
number of clones and maintain
high production. In addition to
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que otras combinaciones mostraron
valores similares (figura 2A). En
condiciones de déficit hidrico, las
combinaciones EET 400-EETPS800,
EET 400-EETP801 y EET 400-T12
mostraron los valores SPAD més altos
y significativos. CCN51 con T12 fue la
combinacién con el valor SPAD mais
bajo (figura 2B).

Las plantas en déficit hidrico
mostraron menores contenidos de N en
las hojas en todas las combinaciones.
Bajo riego, las tnicas diferencias
fueron entre la combinacién EET
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its tolerance to C. cacaofunesta,
this rootstock has the additional
advantage of greater tolerance to
water deficit, which is important
in the seedling stage, when they
are likely more affected by water
deficits due to poorrootdevelopment
(Carr and Lookwood, 2011). In the
case of the coastal Ecuadorian
region, approximately 60% of the
plantations lack irrigation systems,
and, although the six-month
drought period is characterized by
high cloud coverage maintaining
high humidity and low relative
evaporative demands, during the
last two months of the drought, W,
of adult tree can reach -1.6 MPa
(Orchard, 1985).

In general, in the WD
condition, chlorophyll and
bd decreased; however, the

significance of the effect of WD
varied among combinations. With
the exception of the EET 400-
EETP 800 combination, the other
combinations with this rootstock
not showed significant differences
in SPAD between irrigated plants
and those subjected to WD. The
decreases in bd due to WD were
significant for CCN 51 with T12
and T24, IMC 67 with EETP 800
and T12, EET 399 with EETP 800
and T24, and EET 400 with EETP
800 and EETP 801 (Table 2). The
combinations CCN51 with EETP
800 and EETP801, rootstock
IMC67 with T12 and T24, rootstock
EET399 with EETP 800, T12 and
T24 and EET 400 with EETP
800 presented significant lower N
content values under WD.
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400-EETP 800 con el valor mas
alto (21,2 mg.g') y la combinacién
CCN51-T'12 con el valor més bajo (18,1
mg.g') (figura 3A). En condiciones
de WD, las combinaciones de EET
400 con diferentes clones fueron
significativamente mas altas (P <0,05)
que la combinacibn CCN51-T12
(figura 3B). No hubo diferencias en
bd entre las combinaciones en plantas
regadas, (figura 4A), mientras que
en condiciones de déficit hidrico, los
valores de bd de las combinaciones de
portainjertos CCN51 y EET 399 con el
injerto T24 fueron significativamente
menores (p<0,05) que las
combinaciones del portainjerto EET
400 con EETP800, EETP 801y T24 y
combinaciones del portainjerto EET
399 con clones EETP 800 y EETP801
(figura 4B).

Los valores promedios més altos
y significativos  (p<0,05) fueron
obtenidos para la concentraciéon de
nitrégeno en las hojas, clorofila y
bd con el portainjerto EET 400 en
condiciones de déficit hidrico. Con
el uso de EET 400 ya se ha obtenido
alta producciones con varios injertos
(Goenagaetal.,2015),loquesugiereque
este portainjerto tiene caracteristicas
que le permiten combinarse con un
elevado nimero de clones y mantener
una alta producciéon. Ademdas de su
tolerancia a C. cacaofunesta, este
portainjerto tiene la ventaja adicional
de una mayor tolerancia al déficit
hidrico, lo cual es importante en la
etapa de plantula, cuando es probable
que se vean mas afectados por déficits
hidricos debido al menor desarrollo
radicular (Carr y Lookwood, 2011).
En el caso de la regién costera
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Table 2. Chlorophyll (SPAD), basal diameter (mm), and leaf N
concentration (mg.plant!) in combinations of rootstock with

different scion of cacao in irrigation conditions (I) and water
deficit (WD) of 21 days.

Cuadro 2. Clorofila (SPAD), diaAmetro basal (mm) y concentracién de N
foliar (mg.planta') en combinaciones de portainjerto-clones de
cacao en condiciones de riego (I) y déficit hidrico (WD) de 21

dias.
Rootstock Scion SPAD bd N
1 WD I WD I WD

EETP800 34.0+0.6 21.8+1.2* 10.2+0.2  9.1+0.4 19.3+0.1 15.5+0.2*
CCN51 EETP801 34.3+1.8 19.0+£2.2* 10.3+0.2  9.5+0.3 19.6+0.1 15.9+0.5%
T12 36.4+5.4 15.8+4.1%* 10.5+0.8  9.4+0.1* 18.0+1.8 14.7+1.3

T24 35.7+0.9 23.9+£3.4* 10.8+0.3  8.9+0.3* 20.0+0.2 16.9+0.8

EETP800 42.142.8 22.6+2.6* 12.4+0.1  9.5+0.7* 19.5+2.2 16.4+0.6

IMC67 EETP801 40.0+£0.7 24.8+2.7* 10.6+1.2 10.0+0.3 19.5+2.3 17.1+0.6
T12 42.0+2.2 28.7+4.2* 11.9+0.3 10.0+0.2* 21.4+0.4 16.2+1.9%
T24 39.6+1.7 27.6+2.7* 11.3+0.1 9.5+0.5 20.4+0.4 17.7+0.6*
EETP800 41.1+1.1 30.8+2.1* 11.5+0.2 10.2+0.6* 20.8+0.1 17.7+0.5%

EET 399 EETP801 38.8+1.2 31.9+4.0 10.4+0.6 10.0+0.4 20.5+0.3 18.1+£ 0.9
T12 38.2+2.1 18.7+2.8* 10.7+0.3 9.3+0.2 20.2+0.3 16.0+0.6*
T24 37.7+2.1 21.9+3.7* 11.2+0.7 8.9+0.5* 20.1+0.8 16.3+0.9*
EETP800 49.7+1.2  39.142.7* 11.7+0.4  10.5+0.5* 23.1+0.3 20.0+0.6*

EET 400 EETP801 45.1+£2.6 37.5+2.3 12.0£0.3  10.6+0.2* 22.0+0.6 19.8+0.5
T12 38.3+1.9 39.3+1.8 10.1+0.7  10.0+0.3 20.3+0.4 20.6+0.4

T24 36.2+2.5 34.0+0.5 10.9+0.5 11.1+0.2 20.4+0.6 19.7+0.1

* Significant differences (p <0.05) according to students t-test between I and WD treatments for rootstock-scion
combinations. Means of four values + standard error

* Diferencias significativas (p <0,05) segtin la prueba t de Student entre los tratamientos I y WD para
combinaciones de portainjerto-vastago. Medias de cuatro valores + error estandar.

Most of the combinations exhibited ecuatoriana, aproximadamente el

a lower leaf N concentration with
the water deficit. This difference
may be related to the absorption
capacity of the different rootstock-
scion combinations, depending on
the availability of water in the soil.
These differences among clones have
also been observed in cacao (Santos
et al., 2014), tomato (Lycopersicon
esculentum) and eggplant (Solanum
melongena) (Leonardi and Gioffrida,
2006). In melon (Cucumis melo), the
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60% de las plantaciones carecen de
sistemas de riego y, si bien el periodo
de sequia de seis meses se caracteriza
por una alta nubosidad que mantiene
alta humedad y bajas demandas de
evaporacién relativa, durante los
dltimos dos meses de la sequia, el W,
del arbol adulto puede alcanzar -1,6
MPa (Orchard, 1985).

En general, en la condiciéon de WD,
la clorofila y el bd disminuyeron; sin
embargo, la significancia del efecto de
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rootstock has a direct influence on the
absorption of N in combinations with
different cultivars. Differences in
the interactions between rootstocks
and grapefruit cultivars (Citrus
paradisi) have also been reported
(Sharma et al., 2016). Apparently the
compatibility between the rootstock
and the cacao clone influences the
absorption of different nutrients
which have been reported for woody
fruit species (Baron et al., 2019).

Root volume

Water deficit did not affect the
growth of the taproot in any of the
rootstocks. However, the volume of
branch roots decreased significantly
(p<0.05) by approximately 50%,
except for with EET 400, which was
not affected (table 3). The ratio of
branch roots to taproot roots (BR/TR)
tended to decrease in all rootstocks
under WD but was only significant
in EET 399, reaching values of 55%
(table 3).
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WD vari6 entre combinaciones. Con la
excepcién de la combinacién EET 400-
EETP 800, las otras combinaciones
con este patrén no mostraron diferencias
significativas en SPAD entre plantas
regadas y sometidas a WD. Las
disminuciones en bd debido a WD
fueron significativas para CCN 51 con
T12 y T24, IMC 67 con EETP 800 y
T12, EET 399 con EETP 800 y T24, y
EET 400 con EETP 800 y EETP 801
(Tabla 2). Las combinaciones CCN51
con EETP 800 y EETP801, IMC67 con
T12 y T24, EET399 con EETP 800,
T12 y T24 y EET 400 con EETP 800
presentaron valores de contenido de N
significativamente menores bajo WD.
La mayoria de las combinaciones
exhibieron una menor concentracién
de N en las hojas con el déficit
hidrico. Esta diferencia puede
estar relacionada con la capacidad
de absorcion de las diferentes
combinaciones patrén-injerto,
dependiendo de la disponibilidad de

Table 3. Root volume (cm?.plant?) of taproot and branch root, relationship
branch roots / taproot root (BR /TR) in four 4 types of rootstocks
grafted with four different clones (EETP 800, EETP 801, Ti2
and T24) submitted to irrigation (I) and 21-day period without

irrigation (WD).

Cuadro 3. Volumen de raiz pivotante y raices secundarias (cm?.planta?),
relacion raices secundarias/raiz pivotante (BR / TR) en cuatro
4 tipos de portainjertos injertados con cuatro clones diferentes
(EETP800, EETP801, T12 y T24 ) sometidos a riego (I) y periodo de

21 dias sin riego (WD).

Taproot root Branch root BR/TR
Rootstock 1 WD WD I WD
CCN51 14.0+£29 125+2.6 23.0+3.7 14.6+1.4% 1.7£0.2 1.3+0.3
IMC67 18.8+1.9 129+3.0 27.0+3.0 14.5+2.8% 1.5+0.2 1.2+0.2
EET399 14.3+1.7 128+1.4 26.3+5.8 12.8+0.5% 1.8+0.3 1.0+£0.1*
EET400 13.8+0.9 11.0+0.6 17.3+3.7 11.3+1.5 1.3£0.3 1.0+£0.3

* Significant differences (p <0.05) according to students t-test between I and WD treatments for rootstock-scion

combinations. Means of four values + standard error.

* Diferencias significativas (p <0,05) segtn la prueba t de Student entre los tratamientos I y WD para combinaciones de
portainjerto-vastago. Medias de cuatro valores + error estandar.
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The maintenance of the branch
roots during the water deficit of
the rootstock EET400 indicates the
ability to maintain a greater water
intake and the tolerance to water deficit
probably is influenced by physiological
characteristics of the roots, such as
their hydraulic conductivity and their
osmotic adjustment, and not so much
due to the growth of the roots which is
consistent with observations reported
by Barrios-Masias et al. (2015) with
grapevine scions. Apparently the
tendency for lower BR/TR exhibited
by EET 400 indicates the existence of
mechanisms that allow more favorable
water intake, which could be mediated
by greater hydraulic conductivity and
regulation of aquaporins to maintain
high permeability and water transport,
permitting greater tolerance in
conditions with low availability of
soil water (Gambetta et al., 2017).
Rootstocks are known to affect the
ability of grapevines to supply water
for shoot transpiration demand, while
the scions regulate stomatal aperture
(Tramontini et al., 2013); therefore,
the interaction of rootstock and scion
determines hydraulic properties.

Conclusions

The EET400 rootstock exhibited
a better capacity to tolerate water
deficit than did the others three
rootstocks. Along with its resistance
to M. cacaofunesta, this finding
suggests its use as a standard
rootstock in the central areas of the
Ecuadorian coast. Its higher tolerance
is related to a greater capacity for
water absorption mediated probably
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agua en el suelo. Estas diferencias
entre clones también se han observado
en cacao (Santos et al., 2014), tomate
(Lycopersicon esculentum) y berenjena
(Solanum melongena) (Leonardi y
Gioffrida, 2006). En melén (Cucumis
melo), el portainjerto tiene una
influencia directa en la absorcién de
N en combinaciones con diferentes
cultivares. También se han reportado
diferencias en las interacciones entre
portainjertos y cultivares de pomelo
(Citrus paradisi) (Sharma et al., 2016).
Aparentemente, la compatibilidad
entre el portainjerto y el clon de
cacao influye en la absorcién de
diferentes nutrientes que también se
han reportado para especies de frutos
lefiosos (Baron et al., 2019).

Volumen de la raiz

El déficit hidrico no afecté el
crecimiento de la raiz pivotante
en ninguno de los portainjertos.
Sin embargo, el volumen de las
raices secundarias disminuyd
significativamente (p <0.05) en
aproximadamente un 50%, excepto con
EET 400, que no se vio afectado (tabla
3). La proporcidn de raices secundarias
a raices pivotantes (BR / TR) tendi6 a
disminuir en todos los patrones bajo
WD pero solo fue significativa en EET
399, alcanzando valores de 55% con
respecto a las regadas (Cuadro 3).

La no disminucién significativa de
lasraices secundarias durante el déficit
hidrico del portainjerto EET400 indica
la capacidad de mantener un mayor
aporte hidrico y su tolerancia al déficit
hidrico al parecer esta relacionada
por caracteristicas fisiologicas de
las raices, como su conductividad
hidraulica y su ajuste osmético, y no
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by metabolic mechanisms, which
permits a higher concentration of leaf
nitrogen, chlorophyll and bd growth
during the first periods of growth than
in other rootstocks. Field studies are
required to identify the subsequent
stress tolerance of rootstock-scion
combinations and 1its relationship
with production parameters under
different ecological conditions.
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tanto debido a un mayor crecimiento de
las raices lo cual es consistente con las
observaciones reportadas por Barrios-
Masias et al. (2015) con injertos de
uva. Aparentemente la tendencia a
menor BR / TR exhibida por EET 400
indica la existencia de mecanismos
que permiten una captacién de
agua mas favorable, lo que podria
también estar mediado por una mayor
conductividad hidraulica y regulacién
de las acuaporinas para mantener alta
permeabilidad y transporte de agua,
permitiendo una mayor tolerancia en
condiciones con baja disponibilidad de
agua del suelo (Gambetta et al., 2017).
Se sabe que los portainjertos afectan
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la capacidad de suministrar agua
para la demanda de transpiracién de
los brotes superiores en uva, mientras
que los injertos regulan la apertura
de los estomas (Tramontini et al.,
2013); por lo tanto, la interaccién del
portainjerto y el injerto determina las
propiedades hidraulicas.

Conclusiones

El portainjerto EET400 exhibid
una mejor capacidad para tolerar
el déficit hidrico que los otros tres
portainjertos. Junto a su resistencia a
C. cacaofunesta, este hallazgo sugiere
su uso como patrdén estandar en las
zonas centrales de la costa ecuatoriana.
Su mayor tolerancia estd relacionada
con una mayor capacidad de absorcién
de agua mediada probablemente
por mecanismos metabdlicos, lo que
permite una mayor concentracién de
nitrégeno foliar, clorofila y crecimiento
de bd durante los primeros periodos de
crecimiento que otros portainjertos.
Se requieren estudios de campo para
identificar la tolerancia al estrés de
las combinaciones patrén-injerto y
su relacién con los parametros de
produccién en diferentes condiciones
ecolbgicas.
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