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RESUMEN

La presencia de cadmio en los sistemas de produccion de cacao constituye una
problematica que afecta la calidad e inocuidad del grano, limitando su comercializacion en
mercados internacionales y haciendo necesaria la busqueda de alternativas sostenibles para
reducir sus efectos sobre el cultivo. La presente investigacién tuvo como objetivo evaluar
las concentraciones de cadmio en suelo y grano de cacao de dos zonas productoras, asi como
la respuesta morfofisiologica y radicular de plantulas tratadas con microorganismos
benéficos. El estudio se desarroll6 en dos fases. En la primera se determinaron las
concentraciones de Cd, el pH y la conductividad eléctrica (CE) en muestras de suelo, ademés
del contenido de Cd en granos de cacao procedentes de Rio Verde y Cerecita. En la segunda
fase se establecid un experimento en vivero bajo un DCA con arreglo factorial 2 x 5,
evaluando el efecto de Trichoderma spp., Aspergillus spp., Bacillus subtilis y Pseudomonas
spp. sobre variables de germinacién, crecimiento, estado fotosintético y desarrollo radicular
de plantulas de cacao. Los resultados mostraron concentraciones de Cd en suelo entre 0.21
y 0.28 mg kg! de materia seca, mientras que en el grano se registraron valores de 0.48 mg
kg™ en Rio Verde (Nacional) y 1.74 mg kg! en Cerecita (CCN-51). Asimismo, Bacillus
subtilis y Pseudomonas spp. mostraron un comportamiento favorable en la germinacion; sin
embargo, varias variables de crecimiento y desarrollo radicular no presentaron diferencias
significativas entre tratamientos. Los resultados sugieren gque la acumulacion de Cd en el
grano no depende Unicamente de su concentracion en el suelo. Los microorganismos
favorecieron algunas variables de germinacion y crecimiento inicial, pero no fue posible
establecer su efecto sobre la reduccion o inmovilizacién del Cd, debido a que esta variable
no fue evaluada durante la fase experimental, durante el periodo de evaluacion establecido

para las plantulas en vivero.

Palabras clave: Conductividad eléctrica; Germinacion; Metales pesados; Rizosfera;
SPAD



ABSTRACT

The presence of cadmium in cocoa production systems is a problem that affects the
quality and safety of the beans, limiting their sale in international markets and making it
necessary to seek sustainable alternatives to reduce its effects on the crop. The objective of
this study was to evaluate cadmium concentrations in soil and cocoa beans from two
producing regions, as well as the morphophysiological and root responses of seedlings
treated with beneficial microorganisms. The study was conducted in two phases. In the first
phase, Cd concentrations, pH, and electrical conductivity (EC) were determined in soil
samples, along with the Cd content in cocoa beans from Rio Verde and Cerecita. In the
second phase, a nursery experiment was set up under a controlled atmosphere (CA) system
using a 2 x 5 factorial design to evaluate the effect of Trichoderma spp., Aspergillus spp.,
Bacillus subtilis, and Pseudomonas spp. on variables related to germination, growth,
photosynthetic status, and root development of cocoa seedlings. The results showed Cd
concentrations in soil ranging from 0.21 to 0.28 mg kg™ of dry matter, while values in grain
were 0.48 mg kg in Rio Verde (Nacional) and 1.74 mg kg! in Cerecita (CCN-51).
Likewise, Bacillus subtilis and Pseudomonas spp. had a favorable effect on germination;
however, several variables related to growth and root development did not show significant
differences among treatments. The results suggest that Cd accumulation in the grain does
not depend solely on its concentration in the soil. The microorganisms promoted certain
germination and early growth variables, but it was not possible to determine their effect on
Cd reduction or immobilization, as this variable was not evaluated during the experimental,

phase within the established evaluation period for the seedlings in the nursery.

Keywords: Electrical conductivity; Germination; Heavy metals; Rhizosphere;
SPAD
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los productos locales de mayor importancia
econdémica y social a nivel mundial. Su produccién constituye una fuente de ingresos para
millones de pequefios agricultores y representa una actividad estratégica para numerosos
paises productores (Velazquez et al., 2022). Ecuador, con una tradicion cacaotera de méas de
cuatro siglos, ha tenido un papel destacado en este sector gracias a su adaptacion tecnolégica
y expansion de areas de cultivo. Esto ha permitido mejorar la calidad y resistencia del grano
frente a factores climaticos y fitosanitarios (Chaustre y Castillo, 2018). El pais no solo ha
mantenido su relevancia histérica en el mercado internacional, sino que también ha
consolidado al cacao como un producto clave en su economia, generando empleo para méas
de 600.000 personas y contribuyendo significativamente al PIB nacional (Vargas et al.,
2022).

Ecuador se ha transformado en uno de los precursores globales en cacao fino y
aroma; por ende, este pais abarca cerca del 70 % del volumen total y sigue siendo uno de los
principales exportadores a nivel mundial. Guayas y Los Rios, de acuerdo con la Corporacion
Nacional Financiera (CFN, 2020), acaparan alrededor del 55 % de la produccion total del
pais; después se encuentran Manabi, Esmeraldas y El Oro. Ademas, el cacao es un sector de
exportacion fundamental que tiene como destinos primordiales a Estados Unidos e
Indonesia. Esto genera un superavit en la balanza comercial y contribuye a la creacion de

empleo en la nacion.

A nivel local, Santa Elena ha diversificado sus actividades agricolas, destacandose el
cultivo de cacao en varias parroquias y comunas como Rio Verde, Colonche, Manglaralto,
entre otras (Candel et al., 2021). No obstante, una de las principales limitantes en estos
sistemas productivos es la contaminacion del suelo, asociada al uso intensivo de insumos
quimicos y otras actividades antropicas. En este contexto, organismos internacionales, como
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), han manifestado su preocupacion por la
presencia de contaminantes en los productos derivados del cacao, particularmente metales
pesados como el cadmio (Ortiz et al., 2022). Desde una perspectiva ambiental, la presencia
de metales pesados representa una de las principales amenazas para la sostenibilidad de los

sistemas agricolas. Estos elementos pueden incorporarse a la cadena alimentaria mediante



procesos de bioacumulacién y biomagnificacion, afectando tanto la calidad de los productos

agricolas como la salud humana (Cabrera, 2024).

En Ecuador se han reportado concentraciones elevadas de cadmio en grano de cacao
provenientes de distintas provincias productoras. Alvarez (2021) registrd valores de hasta
4.08 mg kg~! de materia seca en El Oro, 3.57 mg kg™~! de materia seca en Guayas, 3.46
mg kg~! de materia seca en Manabi y 0.57 mg kg~ de materia seca en Los Rios. Estos
resultados evidencian que la acumulacién de cadmio en el grano representa un desafio para
el sector cacaotero y resalta la necesidad de comprender los factores que regulan su absorcion

y acumulacion en la planta.

La incorporacion del cadmio al cultivo puede iniciarse desde las primeras etapas de
desarrollo. Durante la fase de vivero, las plantulas son capaces de absorber este metal a través
del sistema radicular y acumularlo en raices, tallos y hojas, afectando procesos relacionados
con el crecimiento, la absorcion de nutrientes, la produccién de biomasa y otros mecanismos
fisiologicos (Barraza et al., 2017; Correa et al., 2021). La magnitud de esta acumulacion
depende de diversos factores, entre ellos las propiedades fisicoquimicas del suelo, la
disponibilidad del metal y la variabilidad genética de los cultivares. Asimismo, se ha
demostrado que la eficiencia de la absorcién y transferencia del cadmio desde las raices a
los tejidos aéreos difiere entre genotipos, 1o que convierte a la seleccidén genética en una

estrategia importante para reducir su acumulacion en el grano (Lewis et al., 2018).

La produccion de cacao en Santa Elena se ve afectada por la contaminacion de
cadmio (Cd), que es capaz de penetrar en los tejidos vegetales y afectar la fisiologia y, por
lo tanto, la calidad y seguridad. En este contexto, esta investigacion busco evaluar como
respondieron las plantulas de cacao en su forma, funcién y raices cuando se les aplicaron
microorganismos benéficos y se cultivaron en suelos de zonas con cadmio en Santa Elena.
Los resultados permitiran ampliar el conocimiento sobre la interaccién entre el sustrato de
origen, los microorganismos y el desarrollo inicial de las plantulas, aportando informacion

para futuras investigaciones orientadas al manejo sostenible del cultivo.



Problema Cientifico

El crecimiento inicial de las plantas de cacao es muy importante para que el cultivo
se establezca adecuadamente. El tipo de sustrato y los microorganismos benéficos pueden
afectar el crecimiento de las plantulas, tanto a nivel de apariencia como de funciones internas
y del sistema radicular. En regiones como Santa Elena, Rio Verde y Cerecita, los sustratos
difieren, lo que puede generar diferencias en el desarrollo de las plantulas. Aunque los
microorganismos benéficos ayudan a mejorar el crecimiento de las plantas, sus efectos
dependen del tipo de microorganismo y de las condiciones del sustrato. Aun hay poca
informacidn sobre cémo las plantas de cacao responden en su forma, funcion internay raices
cuando se exponen a diferentes microorganismos, especialmente en sustratos de las zonas
costeras del Ecuador. Ademas, el cadmio en estas zonas puede ayudar a comprender mejor
las propiedades del sustrato, pero no se considera una variable que cambie después de la

aplicacion microbiana.

En este contexto, es necesario generar informacion sobre la respuesta
morfofisioldgica y radicular de plantulas de cacao tratadas con diferentes microorganismos
y cultivadas en sustratos provenientes de dos zonas de la costa ecuatoriana, considerando
variables relacionadas con la germinacion, emergencia, crecimiento, estado fisioldgico y

desarrollo del sistema radicular.

¢Cdémo responden morfofisioldgica y radicularmente las plantulas de cacao tratadas
con diferentes microorganismos cuando se desarrollan en sustratos provenientes de dos

zonas de la costa ecuatoriana?



Objetivos
Obijetivo General:

Evaluar la respuesta morfofisioldgica y radicular de plantulas de cacao tratadas con
diferentes microorganismos y cultivadas en sustratos provenientes de dos zonas de la costa

ecuatoriana.

Obijetivos Especificos:

1. Caracterizar las concentraciones de cadmio en muestras de suelo y grano de cacao
procedentes de las zonas de Rio Verde y Cerecita, como referencia de las condiciones de las
zonas de estudio.

2. Evaluar la respuesta morfoldgica inicial de las plantulas de cacao tratadas con diferentes
microorganismos mediante las variables de germinacion, emergencia, altura, diametro del

tallo e indice de vigor en los sustratos provenientes de las zonas evaluadas.

3. Determinar la respuesta fisioldgica de las plantulas de cacao tratadas con diferentes

microorganismos mediante el contenido relativo de clorofila, expresado como indice SPAD.

4. Evaluar el desarrollo radicular de las plantulas de cacao tratadas con diferentes
microorganismos mediante las caracteristicas del sistema radicular en los sustratos

provenientes de las zonas evaluadas.

Hipotesis
HO: La procedencia del sustrato, la aplicacién de microrganismos benéficos y la
interaccion entre ambos factores no producen diferencias significativas en la respuesta

morfofisiolégica y radicular de las plantulas de cacao.

H1: La procedencia del sustrato, la aplicacion de microrganismos benéficos y la
interaccion entre ambos factores producen diferencias significativas en la respuesta

morfofisiolégica y radicular de las plantulas de cacao.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1 Origen e importancia del cultivo de cacao

El cacao es un arbol tropical de gran valor social, econdmico y agricola. Se estima
que su domesticacion se remonta al afio 2000 a. C. en Mesoameérica (México, Guatemala,
Honduras). Sin embargo, trabajos recientes han demostrado que el origen mas antiguo del
cacao se encuentra en la Alta Amazonia ecuatoriana, donde ha sido utilizado desde hace

aproximadamente 3300 afios a. C. (Vergara, 2021).

Segun la Asociacion Nacional de Exportadores de Cacao del Ecuador (ANECACAO,
2024), el cultivo de cacao en Ecuador es un importante producto de exportacion agricola. De
todas las formas cultivadas de cacao, el Nacional ha sido el mas conocido hasta la fecha y
tiene un sabor y aroma finos. Pero las enfermedades (moniliasis y escoba de bruja) facilitaron

la importacién de material genético extranjero para combatirlas.

1.2 Taxonomiay caracteristicas del cultivo de cacao

El cacao fue descrito cientificamente por Carlos Linneo en la obra Species
Plantarum, donde se establecieron las bases de la nomenclatura binomial y clasificacion
taxondmica moderna (Larios y Solis, 2024). La clasificacion taxondémica del cacao se

presenta en la Tabla 1.

Tabla 1 Taxonomia del cacao (Bhattacharjee, 2018)
Categoria Clasificacion
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Familia Malvaceae
Subfamilia Byttneroideae
Género Theobroma
Especie Theobroma cacao

1.3 Caracteristicas morfoldgicas del cacao
Las plantulas de cacao pueden absorber y bioacumular cadmio (Cd) en raices, hojas

y tejidos jévenes de una manera que potencialmente se transfiere a las almendras que se

cultivan para el consumo humano (Correa et al., 2021).



e Raiz: Tiene una raiz pivotante y raices secundarias encargadas de la absorcién de
agua y nutrientes que se extienden horizontalmente en los 30 primeros cm del suelo
alrededor del arbol, zona donde ocurre una mayor interaccion con nutrientes y los
metales pesados presentes en el suelo (Barros, 2018).

e Hojas: Son simples, alternas y de forma ovada a eliptica, con venacion pinnada y un
peciolo conspicuo. Tienen una longitud de 20-35 cm y muestran un color verde
brillante en la adultez (Elodie et al., 2022).

e Fruto: Es una baya de tamario de 10 a 40 cm. Su forma puede ser ovalada, alargada
0 redonda, mientras que el color de la piel varia de verde a rojo dependiendo de la
variedad (Velazquez et al., 2022).

e Semilla: Es el principal drgano de interés comercial, ya que se utiliza para la
produccidn de chocolate. Se ha reportado en la literatura la acumulacién de cadmio
en estas estructuras, lo que afecta la calidad y seguridad del producto final (Villarruel,
2022).

1.4 Manejo agronémico del cultivo de cacao

El manejo agrondmico en vivero constituye una etapa fundamental para la
produccion de cacao, debido a que permite proporcionar condiciones adecuadas para su
establecimiento y desarrollo inicial. De acuerdo con Agudelo et al. (2021), el
establecimiento de viveros de cacao debe considerar factores como la disponibilidad de agua,
adecuada ventilacion y proteccion mediante sistemas de sombreado, los cuales contribuyen
a reducir el estrés ambiental y favorecer el crecimiento vegetativo. Ademas, el adecuado
manejo del riego permite mantener una humedad adecuada del sustrato, lo que favorece los
procesos fisiologicos y el desarrollo de las plantulas durante las primeras etapas de

crecimiento.

Las semillas son seleccionadas a partir de mazorcas fisiolégicamente maduras y
libres de dafios ocasionados por plagas o enfermedades. Posteriormente, se eliminaran los
restos del mucilago mediante lavado con agua y se seleccionaran aquellas semillas que

presenten uniformidad en tamafio y buen estado fitosanitario.

Para la produccion de plantulas se emplea un sustrato compuesto por suelo agricola,
materia organica, arena, previamente tamizado y desinfectado para reducir la presencia de

microorganismos patogenos y semillas de maleza. El sustrato debe ser colocado en fundas



de germinacion. En la siembra, se debe colocar una semilla por funda a una profundidad
aproximada de 2 a 3 cm, cubriéndola ligeramente con sustrato y aplicando riego
inmediatamente después de la siembra para favorecer el proceso de germinacion. Las fundas

seran distribuidas de manera que el manejo y evaluacion sean faciles (Merchan et al., 2017).

Durante el desarrollo de las plantulas se efectia un manejo fitosanitario preventivo
mediante monitoreos periddicos para detectar la presencia de plagas, enfermedades o
deficiencias nutricionales. Asimismo, se realiza el control manual de malezas, la regulacion
de la sombra y las labores de mantenimiento necesarias para garantizar un crecimiento

uniforme de las plantulas hasta la etapa de evaluacion experimental.

Las labores culturales en el cultivo de cacao comprenden actividades como la
siembra, fertilizacion, poda, control fitosanitario y cosecha. Estas practicas influyen

directamente en el crecimiento y productividad del cultivo (Garcia, 2019).

Por otra parte, el uso excesivo de fertilizantes y plaguicidas quimicos ha generado
impactos negativos sobre el ambiente y la salud humana. Diversos estudios indican que la
aplicacion continua de agroquimicos contribuye a la acumulacion de contaminantes en el
suelo, alterando sus propiedades quimicas y microbioldgicas (Alengebawy et al., 2021;
Shagfay, 2021).

Aquino (2024) determind que el uso de herbicidas a base de glifosato y paraquat
modificé el pH y la conductividad eléctrica del suelo en cultivos de cacao, afectando ademas
la dindmica del cadmio en el sistema suelo-planta. Estos resultados evidencian que
determinadas practicas agricolas pueden influir en la movilidad y disponibilidad de metales

pesados en el suelo.

1.5 Cadmio en los sistemas agricolas y cacaoteros

Los metales pesados pueden encontrarse naturalmente en los suelos como
consecuencia de procesos geologicos, como el desgaste de las rocas y las emisiones
volcanicas, pero también pueden incorporarse mediante actividades antropogénicas
relacionadas con la mineria, la industria y determinadas précticas agricolas (Angon et al.,
2024). Su importancia ambiental depende, ademas de su concentracion total, de la fraccion

que permanece disponible para ser movilizada y absorbida por las plantas.



En los sistemas cacaoteros, el cadmio representa una preocupacion debido a la
capacidad del cultivo para absorberlo y distribuirlo hacia diferentes 6rganos de la planta. La
presencia del metal en el suelo puede relacionarse con su acumulacion en los tejidos
vegetales y, posteriormente, en las almendras de cacao, afectando la calidad y seguridad del
producto (Blommaert et al., 2022; Lewis et al., 2018).

La transferencia del cadmio desde el suelo hacia la planta no constituye un proceso
uniforme. La cantidad del metal absorbida depende de su disponibilidad en el suelo, de las
propiedades fisicoquimicas de la matriz y de las caracteristicas genéticas de la planta (Correa
et al., 2021; Vanderschueren et al., 2023). Por tanto, una determinada concentracion de Cd
total en el suelo no necesariamente representa una cantidad equivalente de Cd disponible

para las raices.

En este sentido, el comportamiento del Cd debe analizarse considerando la relacién
entre concentracion, disponibilidad y absorcion. Meter et al. (2019) sefalan que la
biodisponibilidad del Cd en cacao esta relacionada con caracteristicas como el pH, la materia
organica, la textura, la conductividad eléctrica y la actividad microbiana. Asimismo, estudios
realizados en Ecuador han encontrado relaciones entre el Cd disponible en el suelo y su
acumulacion en los granos de cacao (Chavez et al., 2015; Miranda et al., 2022).

Por tanto, el problema del Cd en cacao no puede explicarse Unicamente por la
presencia del metal en el suelo. Es necesario considerar las condiciones que determinan su
movilidad y disponibilidad, asi como la capacidad de la planta para absorberlo, transportarlo

y tolerarlo.
1.6 Factores que regulan la disponibilidad de Cd en el sistema suelo — planta

La disponibilidad del Cd para las plantas esta condicionada por las propiedades
fisicoquimicas del suelo. Entre los factores sefialados se encuentran el pH, la materia
organica, la textura, la conductividad eléctrica y las caracteristicas generales de la matriz
edafica (Meter et al., 2019; Vanderschueren et al., 2021).

1.6.1 pH del suelo

El pH constituye una de las propiedades que condicionan la movilidad y

disponibilidad de los metales en el suelo. Cambios en esta propiedad pueden modificar la



solubilidad del Cd vy, por tanto, la cantidad del elemento que permanece disponible para ser

absorbido por las raices.

En sistemas agricolas, las practicas de manejo también pueden modificar el pH.
Aquino (2024) reporté que la aplicacion de herbicidas a base de glifosato y paraquat
modifico el pH y la conductividad eléctrica del suelo en cultivos de cacao, observandose
ademas cambios relacionados con la dinamica del Cd. Este antecedente evidencia que las
propiedades quimicas del suelo pueden variar como consecuencia del manejo y que dichas

modificaciones pueden influir sobre el comportamiento del metal.

1.6.2 Materia organica

La materia organica interviene en la interaccion entre los metales y la matriz del
suelo. Su presencia puede modificar la retencion y movilidad del Cd, dependiendo de las

caracteristicas del suelo y de las condiciones ambientales (Yuan et al., 2021).

En este contexto, las enmiendas organicas, como compost, biochar y estiércol, han
sido estudiadas como alternativas para disminuir la movilidad del Cd mediante el incremento
de la capacidad de adsorcion y la modificacion de determinadas propiedades del suelo
(Fernandez et al., 2020). Por ello, la materia organica debe considerarse como un

componente que puede modificar el entorno quimico en el que se encuentra el Cd.

1.6.3 Texturay conductividad eléctrica

La textura del suelo y la conductividad eléctrica también forman parte de las
condiciones que pueden influir sobre la disponibilidad del Cd. La proporcion de particulas
minerales y la composicion de la matriz determinan diferentes caracteristicas de retencion e

interaccion de los elementos presentes en el suelo (Joya et al., 2023).

Meter et al. (2019) incluyen la textura y la conductividad eléctrica entre las propiedades
relacionadas con la biodisponibilidad del Cd en sistemas cacaoteros. En consecuencia, la procedencia
del sustrato puede generar condiciones diferentes para la interaccion entre el Cd, los

microorganismos Yy las raices.

1.6.4 Integracion de las propiedades edéaficas y la disponibilidad de Cd

Los factores edaficos no actian de manera aislada. El pH, la materia organica, la

textura y la conductividad eléctrica forman parte de un conjunto de condiciones que



determinan el comportamiento del Cd en el suelo. Por ello, sustratos que presentan
concentraciones pueden generar respuestas diferentes en las plantas si sus caracteristicas

fisicoquimicas son distintas (Arguello et al., 2019).

Esta relacion permite establecer una primera conexion conceptual para la
investigacion. La procedencia del sustrato puede determinar diferencias en sus propiedades
fisicoquimicas y, a través de estas, modificar las condiciones de disponibilidad del Cd y del

ambiente rizosférico.

1.7 Influencia del genotipo en la bioacumulacién de Cd en cacao

La acumulacion de Cd en cacao también presenta un componente genético.
Investigaciones realizadas con diferentes materiales vegetales han demostrado variabilidad

en la absorcion, distribucién y particion del metal dentro de la planta (Lewis et al., 2018).

1.7.1 Bioacumulacion en cacao fino aroma

En el cacao fino aroma se ha reportado una variabilidad en la bioacumulacion de
cadmio dependiendo de las condiciones edaficas y del material genético. En este contexto,
Guevara (2021), en la investigacion titulada Incidencia del suelo para la bioacumulacion de
Cadmio en la almendra de cacao de dos variedades Fino aroma y CCN-51 cultivadas en el
canton Santa Clara, provincia de Pastaza, evalud la influencia de las propiedades
fisicoquimicas del suelo sobre la acumulacion de Cd en las almendras de cacao.
Evidenciando que esta variedad presenta un comportamiento diferenciado en comparacion
con otros genotipos, lo que sugiere una menor o variable tendencia a la bioacumulacion

dependiendo del sitio del cultivo.

1.7.2 Bioacumulacion en variedad CCN-51

Por otra parte, el clon CCN-51 ha sido ampliamente estudiado debido a su alta
productividad y su comportamiento frente a la absorcién de metales pesados. Guevara (2021)
reportd que este clon presenta una tendencia distinta de bioacumulacién de cadmio en
comparacion con el fino de aroma, evidenciando diferencias significativas en la
bioacumulacion del metal. De manera similar, Lewis et al. (2018) en la investigacion
Genetic variation in bioaccumulation and partitioning of cadmium in Theobroma cacao L.,
evaluaron 77 genotipos de cacao y reportaron una amplia variabilidad genética en la

absorcion y distribucion de Cd dentro de la planta. Los autores sefialaron que algunos
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genotipos, incluido el CCN-51, pueden presentar patrones diferenciados de translocacion de

Cd hacia almendras.

Asimismo, Barrezueta et al. (2021), en la investigacion Comparacién de los niveles
de cadmio en hoja, testa y almendra en cultivares de Theobroma cacao L., encontraron
diferencias significativas entre cultivares respecto a la acumulacion del metal pesado en
hojas, testa y almendras confirmando que el comportamiento del Cd varia segun el material

genético.

Por tanto, la respuesta al Cd debe entenderse como el resultado de la interaccién entre
las condiciones del suelo y las caracteristicas de la planta. EI genotipo puede modificar la
absorcion y distribucion del metal, mientras que las propiedades del suelo condicionan la

cantidad que permanece disponible para la raiz.
1.8 Respuesta morfofisioldgica de plantulas de cacao frente al Cd.

La exposicion al Cd puede generar alteraciones morfolégicas y fisiologicas en las
plantas, afectando procesos esenciales como la fotosintesis, la absorcion de nutrientes, el

crecimiento radicular y la produccion de biomasa (Chancay et al., 2022).

El sistema radical constituye uno de los primeros 6rganos de la planta en contacto
con el Cd disponible en el suelo. La presencia del metal puede afectar el desarrollo de las
raices y, posteriormente, modificar la capacidad de la planta para absorber agua y nutrientes.
Estas alteraciones pueden reflejarse en variables relacionadas con crecimiento y biomasa
(Luo y Zhang, 2021).

A nivel fisiologico, el Cd puede inducir estrés oxidativo y alterar procesos
relacionados con la fotosintesis y el metabolismo vegetal. Chancay et al. (2022) sefialan que
la toxicidad del metal puede producir clorosis, disminucion de la capacidad fotosintética y

alteraciones en la actividad enzimatica.

Sin embargo, la magnitud de estas respuestas no depende exclusivamente de la
presencia del Cd. La concentracion del metal, las condiciones ambientales, la etapa de
desarrollo y el genotipo pueden modificar la respuesta de la planta. Algunas plantas

presentan mecanismos de tolerancia relacionados con la produccion de antioxidantes, la
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quelacion y la compartimentacion del metal, que pueden limitar parcialmente sus efectos
toxicos (Luo y Zhang, 2021).

Por ello, las variables morfolégicas y fisioldgicas utilizadas para evaluar las plantulas
pueden interpretarse como indicadores de la respuesta de la planta frente a condiciones del
sistema, pero no deben atribuirse exclusivamente a una reduccién del Cd sin realizar una

medicion directa del metal en la planta.
1.9 Estrategias para reducir la disponibilidad del Cd en el suelo

A lo largo del tiempo se han desarrollado diferentes métodos fisicos, quimicos y
bioldgicos para la remediacion de suelos contaminados con cadmio. Los cuales buscan
reducir su biodisponibilidad y minimizar su incorporacion a los cultivos agricolas. Sin
embargo, algunas de estas técnicas pueden alterar las propiedades fisicoquimicas del suelo

y afectar su disponibilidad de micronutrientes esenciales (Villarruel, 2022).

1.9.1 Métodos fisicos

Los métodos fisicos incluyen principalmente la remocidn, sustitucion o aislamiento
del suelo contaminado. La excavacion del suelo permite eliminar directamente el
contaminante del area afectada, aunque implica altos costos y limitada aplicabilidad en
sistemas agricolas extensivos. Otra estrategia es el confinamiento o encapsulamiento del
suelo contaminado, que busca evitar la dispersion del cadmio hacia zonas productivas.
También se emplean barreras fisicas para reducir el contacto entre el contaminante y los
cultivos agricolas. Sin embargo, estas técnicas suelen ser poco viables en areas agricolas por

su impacto econdémico y ambiental (Mu et al., 2024).

1.9.2 Métodos quimicos

Los métodos quimicos se basan en la aplicacion de enmiendas que modifican la
movilidad y biodisponibilidad del cadmio en el suelo. Entre las mas utilizadas se encuentran
la cal agricola, fosfatos y 6xidos metalicos y materiales alcalinos, los cuales inmovilizan el
cadmio mediante procesos de precipitacion y reduccion de su disponibilidad en el suelo.
Estas enmiendas también modifican el pH del suelo, reduciendo la solubilidad del cadmio y
su absorcion por las plantas. No obstante, su uso debe ser controlado para evitar
desequilibrios en la fertilidad del suelo (Bolan et al., 2014; Mu et al., 2024).
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1.9.3 Meétodo bioldgico

En el ambito bioldgico, la fitorremediacién y el uso de microorganismos benéficos
han tomado relevancia como alternativa sostenible. El uso de enmiendas organicas como
compost, biochar y estiércol contribuye a disminuir la movilidad del cadmio al incrementar

la capacidad de adsorcién del suelo y modificar su pH (Fernandez et al., 2020).

Asimismo, Barcia (2024) recomienda el uso combinado de enmiendas minerales y
microorganismos como una estrategia eficiente para disminuir la concentracion de Cd en
suelos destinados al cultivo de cacao, evitando dafios en la planta y reduciendo la

contaminacion del grano.
1.10 Microorganismos asociados a la interaccion suelo-Cd-planta

Los microorganismos presentes en la rizosfera pueden modificar las condiciones
quimicas y bioldgicas del suelo y establecer interacciones con las raices. Algunos hongos y
bacterias han mostrado capacidad para interactuar con metales mediante mecanismos como
biosorcidn, bioacumulacidn, produccion de exopolisacaridos y formacion de complejos con

compuestos orgéanicos (Bhandari, 2017; Chévez et al., 2013).

Estos mecanismos no significan necesariamente que todos los microorganismos
produzcan la misma respuesta. La interaccion microorganismo—Cd depende del
microorganismo utilizado, de sus caracteristicas fisioldgicas y de las condiciones del sistema
experimental. En consecuencia, la evaluacion de microorganismos debe considerar su
identidad y el mecanismo que potencialmente interviene en la respuesta observada (Bravo
and Braissant, 2021; Khan et al., 2022).

1.10.1 Aspergillus spp.

Las especies de Aspergillus son hongos filamentosos presentes en muchos
ecosistemas, especialmente en suelos agricolas, y son responsables de la degradacién de
materia organica. Este género se encuentra y crece rapidamente, se adapta a diferentes
ambientes y produce metabolitos que son beneficiosos para la supervivencia en ambientes
con metales pesados (Zulfigar et al., 2022). Su crecimiento mediante redes de hifas permite

establecer una interaccion amplia con la matriz del suelo y la rizosfera.
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En relacion con los metales pesados, se han descrito mecanismos como la adsorcién
del Cd en la pared celular, la bioacumulacién y la produccion de acidos organicos, entre ellos
los &cidos citrico y oxalico (Ayangbenroy and Babalola, 2017; Zulfigar et al., 2022). Goutam
et al. (2021) también sefialan que los metabolitos producidos por Aspergillus pueden
modificar determinadas propiedades fisicoquimicas del entorno.

Estos antecedentes indican un potencial de interaccion con el Cd; sin embargo, las
respuestas observadas deben interpretarse considerando la especie o cepa utilizada, las
condiciones del suelo, la concentracion del metal y el tiempo de exposicion. Por tanto, la
presencia de Aspergillus no permite asumir automaticamente una disminucién del Cd en

cualquier sistema.

1.10.2 Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma son utilizadas en agricultura por su capacidad
para colonizar la rizosfera y establecer interacciones con raices. Durante la colonizacion,
pueden producir enzimas y metabolitos asociados con el desarrollo vegetal y la interaccién

con el ambiente radicular (Corteés et al., 2023).

En condiciones de presencia de Cd, se ha descrito la adsorcion del metal en
estructuras celulares del hongo y una posible contribucién a la tolerancia de las plantas frente
al estrés (Cayotopa et al., 2021; Guartatanga y Siguencia, 2019). Asimismo, Cortés et al.

(2023) relacionan la interaccion con el desarrollo radicular y mecanismos de defensa vegetal.

Por consiguiente, los efectos atribuidos a Trichoderma deben diferenciarse entre dos
posibles vias: una interaccion directa con el Cd y una respuesta indirecta mediante
modificaciones en el crecimiento y tolerancia de la planta. Ambas vias pueden ocurrir
simultaneamente, pero no representan necesariamente una reduccion comprobada del

contenido de Cd en el sistema.

1.10.3 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es una bacteria que es comun en los suelos y es conocida por
colonizar la rizosfera y fomentar el crecimiento de las plantas (Orozco et al., 2021). A nivel
del suelo, es capaz de crear biopeliculas y desarrollar relaciones con las raices de las plantas,
por lo que ayuda a mejorar la estabilidad microbiana de la rizosfera y es més productiva para

el crecimiento de las plantas.
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En presencia de Cd, se ha reportado que la inoculacion con B. subtilis puede estar
asociada con una disminucion del estres oxidativo, cambios en el desarrollo radicular y
modificaciones en la distribucién del metal dentro de la planta. Maslennikova et al. (2023)
encontraron que la inoculacion con B. subtilis redujo el estrés oxidativo, favorecié el

desarrollo de las raices y limitd la translocacion de Cd a las partes aéreas de las plantas,

Estos resultados evidencian que B. subtilis puede modificar la respuesta de la planta
frente al Cd; sin embargo, la respuesta observada corresponde a las condiciones especificas
del estudio citado. Por ello, no debe generalizarse que todas las cepas de B. subtilis, a

cualquier concentracién o bajo cualquier condicion del suelo, produzcan el mismo efecto.

1.10.4 Pseudomonas spp.

Las bacterias del género Pseudomonas han sido ampliamente reconocidas como una
rizobacteria promotora de crecimiento vegetal, debido a su capacidad para estimular el
desarrollo de diversos cultivos y proteger el sistema radicular frente a condiciones adversas
y organismos fitopatdgenos. De acuerdo a de Werra et al. (2009), estas bacterias favorecen
el crecimiento de las plantas y contribuyen a la proteccion de las raices mediante la
produccion de compuestos asociados al control bioldgico y la adaptacién en la rizosfera.

En el suelo, Pseudomonas spp. contribuye al mantenimiento de la actividad
microbiana y a la disponibilidad de nutrientes mediante la produccién de diversos
metabolitos biol6gicamente activos. Su capacidad de adaptacion a ambientes contaminados
le permite sobrevivir y desarrollarse en presencia de metales pesados (Saeed et al., 2021).

En presencia de metales pesados, Pseudomonas puede interactuar con el Cd mediante
mecanismos como biosorcién, bioacumulacion y produccion de exopolisacaridos. También
puede producir sideréforos y otros compuestos que modifican la disponibilidad de

determinados elementos en la rizosfera (Orozco et al., 2021).

Ademas de la interaccion directa con el metal, las bacterias del género Pseudomonas
pueden favorecer el crecimiento radicular y la disponibilidad de nutrientes mediante la
produccion de compuestos promotores de crecimiento vegetal (Saeed et al., 2021). Por tanto,
la eventual mejora en las variables de crecimiento puede ser consecuencia de una interaccion

rizosférica y no necesariamente de una disminucién directa de la concentracion de Cd.
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1.11 Investigaciones relacionadas

Los antecedentes disponibles muestran que la respuesta frente al Cd varia segun el
microorganismo, la planta y las condiciones experimentales. Arce et al. (2022) evaluaron
consorcios microbianos nativos constituidos por Bacillus spp. y Pseudomonas spp. y
observaron reducciones del Cd en el medio de cultivo de 40.38 % y 46.04 %,
respectivamente. Estos resultados evidencian una capacidad de interaccion con el metal bajo
las condiciones evaluadas, pero no permiten asumir que el mismo porcentaje de reduccién

ocurra necesariamente en un suelo agricola o en plantas de cacao.

De manera complementaria, Meter et al. (2019), en el articulo Cadmio en cacao de
América Latina y el Caribe: investigacion y posibles soluciones para la mitigacion, sefialaron
que la biodisponibilidad de Cd en las plantas depende de las caracteristicas del suelo como
el pH, el contenido de materia organica, la textura, la conductividad eléctrica y los
microorganismos. Esto permite considerar a la comunidad microbiana como un componente

adicional de la interaccion suelo—planta.

Los antecedentes sobre acumulacion del Cd en cacao también muestran diferencias
entre drganos y materiales genéticos. Barraza et al. (2017) observaron una acumulacion
diferencial del metal en hojas, céscara y granos, mientras que estudios como los de

Barrezueta et al. (2021) y Lewis et al. (2018) evidenciaron diferencias entre genotipos.

En conjunto, estos estudios permiten establecer que la respuesta al Cd no depende de
un tnico factor. La disponibilidad del metal esta relacionada con las caracteristicas del suelo;
la absorcidon y distribucién depende de la planta; y la actividad microbiana puede modificar
las condiciones de la rizosfera. Por tanto, la respuesta final observada en las plantulas debe

interpretarse como resultados de la interaccion entre estos componentes.

1.12 Integracion conceptual de la interaccion procedencia del sustrato — Cd -
microorganismos — planta

A partir de la revision bibliografica, se plantea que la procedencia del sustrato
constituye el punto inicial de una cadena de interacciones que puede influir sobre la respuesta

de las plantulas de cacao.

En primer lugar, diferentes procedencias pueden presentar propiedades

fisicoquimicas particulares, como pH, materia organica, textura y conductividad eléctrica.
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Estas caracteristicas condicionan el comportamiento y la disponibilidad del Cd en el suelo.
A su vez, la fraccion disponible del metal representa la forma potencialmente accesible para

la interaccién con las raices.

En segundo lugar, la incorporacion de microorganismos modifica el componente
bioldgico de la rizosfera. Dependiendo del microorganismo utilizado, pueden producirse
mecanismos como biosorcion, bioacumulacion, produccion de exopolisacaridos, acidos
organicos, sideréforos y otros metabolitos. Este proceso puede modificar la interaccion entre

el Cd y la matriz del suelo o entre el Cd y la raiz.

En tercer lugar, las condiciones generadas en la rizosfera pueden relacionarse con la
respuesta de las plantulas. Esta respuesta puede expresarse mediante variables de
crecimiento y desarrollo, asi como mediante indicadores fisioldgicos. Sin embargo, una
mejora en estas variables no demuestra por si misma que se haya reducido la concentracién
de Cd en el suelo o en los tejidos vegetales. Para demostrar inmovilizacién, remocién o

menor absorciéon del metal, seria necesario medir directamente dichas variables.

Por tanto, el modelo conceptual que sustenta el estudio puede expresarse de la

siguiente manera:

1. Procedencia Diferentes lugares de origen del
: sustrato  (suelos o  materiales
del sustrato organicos) presentan caracteristicas

particulares

. Estas propiedades determinan el
2. Propledades ambiente  del suelo  donde

ﬁsicoquimicas del interactuan el Cd, las raices y los [§ o 6
sustrato microorganismos.

INTERACCION

Las propiedades del sustrato
regulan la solubilidad y movilidad

3. Condiciones de del cadmio, determinando la

dlSPOI'llbllldad fraccion disponible y
Cd potencialmente para las reices
Aplicacion de
4. Interaccion Y microorganismos que
. G colonizan la rizosfera y se
COIODIZ&CIOI’I establecen en interaccion con
microbiana las raices y el sustrato

La respuesta de las plantulas es
el resultado de la interaccion
entre el sustrato, sus
propiedades, el Cd disponible y

el microorganismo aplicado Crecimiento
(altura y didmetro)

Figura 1 La interaccion procedencia del sustrato — Cd — microorganismos — planta
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Asi, la revision bibliografica sustenta la necesidad de evaluar experimentalmente si
la aplicacion de estos microorganismos modifica la respuesta de las plantulas de cacao bajo
las condiciones especificas del sustrato utilizado, sin asumir previamente que dicha respuesta

implica una reduccién de la concentracion total de Cd.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Caracterizacion del area de estudio

La presente investigacion utilizé suelo proveniente de dos zonas productoras de
cacao ubicadas en las provincias de Santa Elena y zona limitrofe con la provincia de Guayas:
el Centro de Apoyo Rio Verde (CARV) y el recinto Cerecita. Estas localidades fueron
seleccionadas por su importancia agricola y por representar condiciones contrastantes para

la evaluacion de las concentraciones de cadmio (Cd) en suelo y grano.

Las zonas de estudio constituyeron la fuente del suelo empleado para la preparacion

del sustrato utilizado durante el experimento en vivero.

2.2 Zona de muestreo

2.2.1 Centro de Apoyo — Rio Verde (CARV)

El Centro de Apoyo Rio Verde (CARV) se encuentra en lacomuna Rio Verde, canton
Santa Elena, provincia de Santa Elena, a 25 km de la cabecera cantonal y a una altitud de 54
m s. n. m. (Ortega, 2018; Yépez, 2018). Esta localidad es una de las zonas de produccion de
cacao en la provincia y fue escogida como una de las fuentes de suelo para la preparacion

del sustrato.

La zona tuvo temperaturas que fluctuaban entre 16 y 31 °C, una humedad relativa
media del 75 %, lluvias de cerca de 110 mm/mes durante la época invernal y 0.2 mm/mes
en verano, ademas de una luminosidad entre 12 y 13 horas luz/dia. Segun Balmaseda y Ponce
de Leon (2019), el suelo mé&s comun en la region corresponde al orden taxonémico
Aridisoles, que clasifica a nivel de subgrupo como Typic Haplocambids, con textura franco—

arcillo—arenoso en gran parte de la superficie.

En esta zona predominan plantaciones de cacao establecidas bajo un sistema de
manejo con aplicacion de manejo convencional con aplicacion de insumos quimicos. El
cultivo evaluado presenté una superficie de 750 m? una edad aproximada de 13 afios (Tabla
2).
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Tabla 2 Caracteristicas agrondmicas del cultivo de cacao evaluado en el centro de apoyo

Rio Verde
Material de cacao  Area (m?) Edad del cultivo Tipo de manejo
(afios)
Nacional 750 13 Convencional (Quimico)

Fuente: Elaboracion propia

!
4 #"Cen?ro de’Apoy
#¥RI0 Verde de'lalUPSE
N

AES

Figura 2 Vista satelital del Centro de Apoyo Rio Verde

2.2.2 Cerecita

El recinto Cerecita, situado en la provincia de Guayas, es una zona de produccion de
cacao por las condiciones ambientales favorables. Esta localidad fue seleccionada como una
de las fuentes de suelo para la preparacion del sustrato empleado en el experimento de vivero
y como sitio de referencia para la determinacion de las concentraciones de cadmio en suelo

y grano.

El clima se caracteriza por temperaturas promedio entre 19.9 y 32.9 °C, humedad
relativa entre 67 y 83 %, precipitacion de 10 mm en noviembre a 325 mm en febrero, y 12
horas de luz solar al dia. El suelo esta compuesto principalmente por Inceptisoles (Typic
Haplustepts) en un area de relieve bajo con una pendiente entre 12 y 25 %. Tienen texturas
franco arcillosas y un pH con alcalinidad moderada; esto afecta la disponibilidad de
nutrientes y el comportamiento de elementos traza como el cadmio (INAMHI, 2026; MAG,
2018).
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El clon CCN-51 es el principal cultivo que se cultiva en la finca bajo el sistema de
manejo del productor local. El cultivo tiene 8 afios y la superficie y tipo de manejo se

muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 Caracteristicas generales del cultivo de cacao

Material de cacao  Area (m?) Edad del cultivo (afios)  Tipo de manejo
CCN-51 10000 8 Convencional (Quimico)

Fuente: Elaboracién propia

[ i
@ Punto 1: so cgi’-’"’

Figura 3 Vista satelital de la finca “La primavera” — Recinto Cerecita

2.2.3 Justificacién de la seleccion de las zonas de estudio

La seleccién del Centro de Apoyo Rio Verde y del Recinto Cerecita respondio a
criterios productivos, geograficos y ambientales. EI CARV es una zona productora de cacao
en la provincia de Santa Elena, mientras que Cerecita constituye una zona agricola ubicada
en el limite entre la provincia de Guayas y Santa Elena, donde investigaciones previas han

reportado la presencia de cadmio en suelo y almendras de cacao (Huaraca et al., 2024).

2.3 Area experimental

La fase experimental involucrd la germinacion y evaluacion de microorganismos
beneficiosos en plantulas de cacao en la parroquia Manglaralto en la provincia de Santa

Elena, Ecuador, en condiciones de vivero semicontroladas.
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La parroquia Manglaralto en el canton de Santa Elena esta ubicada a 01°50'32” de
latitud sur y 80°44'22” de longitud oeste, a 12 m sobre el nivel del mar y con pendientes
menores al 1 %. Segun la clasificacion de Koppen-Geiger, el clima en el area era Aw, con
temperaturas calidas durante todo el afio y vegetacion tipica de bosque seco (principalmente
pastizales y arbustos) con una temperatura media anual de 20 a 23.1 °C (Orellana, 2022).

&
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Figura 4 Vista satelital del area experimental

2.4 Materiales, equipos y reactivos

2.4.1 Material biol6gico

e Mazorcas de cacao recolectadas en las zonas de Rio Verde y Cerecita para la
determinacion de cadmio en grano.

e 200 semillas de cacao variedad 800 para la germinacion y establecimiento del
experimento en vivero.

e Plantulas de cacao obtenidas durante la fase experimental.

e Microorganismos:

Tabla 4 Descripcion de los microorganismo utilizados en el experimento.

Especie/cepa Presentacion Concentracion Fabricante Dosificacion Ficha

técnica
Trichoderma lustracion
spp. Lo > 1x108 MICROBIOLAB 1L en100- 1
_ Liquido 1L 200 L de
Aspergillus UFC/mL EC agua
spp.
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Bacillus llustracion

subtilis. 2
Pseudomonas llustracion
spp. 3

Elaboracidn: Propia con base a (Microbiolab, 2018)

2.4.2 Material de campo para colecta de muestras

e Pala cuadrada.

e balde plastico.

o GPS (Google Maps).

e Bolsa plastica con cierre hermético (bolsas Ziploc) para almacenamiento de
muestras.

e Etiquetas para identificacion de muestra.

2.4.3 Material de laboratorio

e Tamices de 2 mm, 1 mm.
e Vasos de precipitacion de 250 mL.
e Papel filtro.

e Recipiente recolector y preparacion de muestras.

2.4.4 Material de vivero

e Fundas de germinacion de 6 x 10 cm.

e Sustrato compuesto por 50 % suelo, 35 % materia organica y 15 % arena.
e Etiquetas de identificacion.

e Calibrador.

e Cinta métrica.

2.4.5 Equipos de laboratorio

e pH — metro digital portatil pH-2 plus.
e Medidor de clorofila GYJ-D.
e Conductimetro modelo YL-TDS2-A.

e Balanza analitica.

e Horno de esterilizacion y secado RS-70 marca REBELK.

23



2.4.6 Reactivos
e Agua destilada
2.5 Tipo de investigacion

La presente investigacion fue de tipo aplicada y experimental, con un alcance

descriptivo y explicativo.

La fase de diagndstico se enfocd en describir, ya que permitié determinar las
concentraciones de cadmio presentes en muestras de suelo y grano de cacao procedentes de

Rio Verde y del recinto Cerecita, sin manipulacion de las variables de estudio.

Posteriormente, la fase experimental se realizd después y consistié en la evaluacién
del efecto de diferentes microorganismos sobre la respuesta morfofisioldgica y radicular de
plantulas de cacao cultivadas en sustratos provenientes de las zonas de estudio, bajo

condiciones semicontroladas de vivero.

2.6 Disefio de investigacion

2.6.1 Disefio experimental

En la fase uno se realiz6 a nivel descriptivo para la determinacién de las
concentraciones de cadmio en el suelo y grano de cacao en las dos zonas de estudio, por lo

cual no se implemento un disefio experimental.

En la fase dos se implementé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con arreglo

factorial 2 x 5, considerando:

» Factor A (Procedencia del sustrato):
Al: Cerecita

A2: Centro de Apoyo Rio Verde

* Factor B (Microorganismos benéficos):
B1: Trichoderma spp.

B2: Aspergillus spp.

B3: Bacillus subtilis.

B4: Pseudomonas spp.

B5: Testigo (sin aplicacion de microorganismos).
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Ambos factores produjeron 10 tratamientos con 4 repeticiones, para 40 unidades

experimentales. Cada unidad consistio en 5 plantulas de cacao, por lo que se utilizaron 200

semillas para el establecimiento.

Tabla 5 Esquema ANOVA

Fuentes de variacion

Grados de libertad

Tratamientos 9
Factor a 1
Factor b 4
Factor (a)(b) (Fa-1) (Fb-1) 4
Error experimental Gltotal — GIFa — GIFb - (Fa-1) (Fb-1) 30
Total 39

*GIl = Grados de libertad

2.6.1.1 Tratamientos

La combinacion de los niveles de los factores, origen del sustrato y microorganismos,

dio lugar a los tratamientos descritos en la Tabla 6.

Tabla 6 Descripcion de los tratamientos

Detalle
Tratamientos
Factor A Factor B

Tratamiento 1 Cerecita Trichoderma spp.
Tratamiento 2 Cerecita Aspergillus spp.
Tratamiento 3 Cerecita Bacillus subtilis.
Tratamiento 4 Cerecita Pseudomonas spp.
Tratamiento 5 Cerecita Testigo
Tratamiento 6 Rio Verde Trichoderma spp.
Tratamiento 7 Rio Verde Aspergillus spp.
Tratamiento 8 Rio Verde Bacillus subtilis.
Tratamiento 9 Rio Verde Pseudomonas spp.
Tratamiento 10 Rio Verde Testigo

Fuente: Elaboracion propia
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2.6.1.2 Delineamiento del area experimental

El experimento consistio en 10 tratamientos (dos fuentes de sustrato y cinco
microorganismos) con 4 repeticiones. Cada tratamiento estaba compuesto por cinco

plantulas de cacao en bolsas individuales con aproximadamente 1 kg de sustrato.

Las unidades experimentales se distribuyeron aleatoriamente en el vivero para
reducir la influencia de factores ambientales (incidencia de luz, temperatura y humedad), y
las diferencias entre tratamientos se atribuyeron a los factores evaluados. Las distribuciones

de las unidades experimentales se muestran en la Figura 5.
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Figura 5 Croquis del area

2.7 Manejo del experimento

El estudio se llevo a cabo en dos fases: una fase de diagnostico para determinar
primero el cadmio en el suelo y los granos de cacao y una fase experimental que exploro la
respuesta morfofisioldgica y radicular de las plantulas de cacao cultivadas en el suelo del
area de estudio e inoculadas con microorganismos.
Fase 1: Diagnostico

2.6.1 Sitios de muestreo

El experimento se basé en la recoleccion de muestras de suelo y de granos de cacao

en dos zonas especificas de la provincia de Santa Elena:

e Centro de Apoyo Rio Verde
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e Cerecita

Las ubicaciones del suelo fueron elegidas como fuentes de suelo para la preparacion
del sustrato para el experimento de vivero y como sitio de referencia para las concentraciones
de cadmio. En cada area, se tomaron cuatro submuestras de suelo a dos profundidades (0-25
y 25-50 cm), y las submuestras a cada profundidad se homogenizaron para obtener una
muestra compuesta representativa. En cada lugar, se tomaron alrededor de 10 mazorcas de
cacao para obtener una muestra compuesta de granos. Las areas fueron seleccionadas debido
al cultivo de cacao y al conocimiento previo sobre la presencia de cadmio en los sistemas de
cacao y se compararon las concentraciones de metales entre ambos sitios (Huaraca et al.,
2024; Lopez et al., 2021).

2.7.1.1 Muestreo de suelos

En cada zona de estudio se realizé un muestreo compuesto mediante un recorrido en
zigzag dentro del lote de cacao, con el propdésito de obtener muestras representativas del
area. En cada punto de muestreo se recolectaron cuatro submuestras de suelo utilizando una
pala cuadrada, a las profundidades de 0-25 cm y 25-50 cm. Las submuestras
correspondientes a cada profundidad fueron colocadas sobre una superficie plastica limpia,
homogenizadas en un balde plastico y mezcladas para obtener una muestra compuesta

representativa.

Posteriormente, las muestras fueron almacenadas en bolsas herméticas tipo Ziploc,
debidamente identificadas con la zona de estudio, la profundidad de muestreo y el tipo de
muestra, para su posterior envio al Laboratorio de Suelo, Plantas y Aguas del Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuarias (INIAP), siguiendo la metodologia descrita por
Martinez et al. (2023).

2.7.1.2 Muestreo de grano de cacao

En cada zona de estudio se seleccionaron aleatoriamente aproximadamente diez
mazorcas de cacao en estados de madurez fisioldgica. Posteriormente, se realizé el desgrane
de forma independiente para cada localidad con el fin de evitar la contaminacion cruzada

entre las muestras.

Los granos obtenidos fueron secados en un horno de esterilizacion y secado RS-70

(REBELK) a 105 °C durante 24 horas para eliminar la humedad y los restos de mucilago.
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Una vez secos, fueron triturados y homogenizados para obtener una muestra representativa
de cada zona y, finalmente se almacenaron en bolsas herméticas tipo Ziploc, debidamente
identificadas, y fueron enviadas al Laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas del Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIAP) para la determinacion de cadmio, de

acuerdo con la metodologia descrita por Martinez et al. (2023).

2.7.1.3 Analisis de Cd en suelo y del grano de las zonas de estudio

La determinacién de cadmio en las muestras de suelo y granos recolectadas en las
zonas de estudio fue realizada en el laboratorio del INIAP mediante la técnica de
espectrometria de fluorescencia de rayos X de alta definicion (HDXRF). Previo al analisis,
las muestras fueron condicionadas mediante procesos de secado, molienda y

homogenizacidn, con la finalidad de obtener una muestra uniforme y representativa.

Las muestras identificadas por la zona de procedencia fueron sometidas a la lectura
instrumental mediante el equipo HDXRF. La concentracion de cadmio fue determinada y
expresada en mg kg~ 'de peso seco, considerando el limite de deteccion del equipo de 0.05
mg kg~1. Los resultados obtenidos permitieron evaluar la presencia y concentracion de este

metal en el suelo y granos de cacao de las zonas evaluadas (Martinez et al., 2023).

2.7.1.4 Célculo de pH y conductividad eléctrica
2.7.1.41 pH

La determinacion del pH se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Silva et
al. (2021). Las muestras de suelo previamente identificadas segun la zona fueron secadas en
un horno de esterilizaciéon y secado RS-70 (REBELK) durante 24 horas a 105 °C.

Posteriormente, se prepard una suspension suelo-destilada en una relacién 1:1 (20 g
de suelo por 20 mL de agua destilada), la cual fue homogenizada mediante agitacion y dejada

en reposo durante unos minutos para favorecer la sedimentacion de las particulas sélidas.

Las mediciones se realizaron con un pH-metro digital portatil pH-2 Plus, previamente
calibrado. Las lecturas se realizaron en el laboratorio, el cual se mantuvo acondicionado a

una temperatura aproximada de 25 °C durante todo el proceso de medicion.
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2.7.1.4.2 Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica (CE) del suelo se determiné siguiendo la metodologia
propuesta por Silva et al. (2021). Para ello, se utilizo la misma suspension suelo destilada

preparada en una relacion 1:1, previamente homogenizada y dejada en reposo.

Las mediciones se realizaron con un conductimetro modelo YL-TDS2-A,

previamente calibrado. Los valores de conductividad eléctrica se registraron en uS/cm.
Fase 2: Fase experimental

La fase experimental se realizd en condiciones semicontroladas en un vivero,
utilizando suelo de Rio Verde y del area de Cerecita como sustrato. Durante esta etapa, se
examing el efecto de la aplicacién de microorganismos en la respuesta morfofisiologica y

radicular de las plantulas de cacao.

2.7.2 Preparacion del sustrato

Siguiendo la metodologia de Agudelo et al. (2021), se prepard un sustrato compuesto
por 50% de suelo del area de estudio, 35% de materia organica (M.0O.) y 15% de arena. Para
Ilevar a cabo el experimento, se utilizaron 200 bolsas de germinacion con un total de 1 kg

de sustrato por unidad, lo que sumé 200 kg de sustrato a utilizar.

Con base en esta proporcidn, se calcularon las cantidades de cada componente,
empledndose 100 kg de suelo, 70 kg de materia organica y 30 kg de arena. Posteriormente,
los materiales fueron pesados y mezclados cuidadosamente hasta obtener una distribucion

homogénea de los componentes.

Debido a que el estudio consider6 dos areas de muestreo, la preparacion del sustrato
se realiz6 de forma independiente para cada zona. Para cada una se utilizaron 50 kg de suelo
del area correspondiente, 35 kg de materia organica y 15 kg de arena, obteniéndose dos
mezclas diferentes: una con suelo procedente de Rio Verde y otra con suelo procedente de
Cerecita. Finalmente, cada mezcla fue homogenizada manualmente y utilizada para el

llenado de las bolsas destinadas al establecimiento de las plantulas de cacao.

La caracterizacion fisicoquimica (concentracion de cadmio, pH y conductividad
eléctrica) se realizd sobre los suelos de origen antes de la preparacion de los sustratos

experimentales. En consecuencia, la mezcla final (suelo, materia orgénica y arena) no fue
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caracterizada previamente, por lo que las respuestas obtenidas corresponden a plantulas
desarrolladas en sustratos preparados con suelo procedente de las dos zonas de estudio bajo

una composicion estandarizada y homogénea (Tabla 7).

Tabla 7 Proporcién y cantidad de los componentes utilizados en la preparacion del sustrato

Componente Proporcion (%o) Cantidad total (Kg)
Suelo del &rea de estudio 50 100
Materia Organica 35 70
Arena 15 30
Total 100 200

2.7.3 Preparacion de semillas

Se utilizaron 200 semillas de cacao de la variedad 800, las cuales fueron distribuidas

en 10 tratamientos experimentales, con un total de 5 semillas por unidad experimental.

Inicialmente, las semillas fueron extraidas de las mazorcas y posteriormente se
sumergieron en agua limpia durante 24 horas para favorecer la imbibicion y facilitar el
desprendimiento del mucilago. Posteriormente, se realiz6 la desmucilaginacion mediante
fricciébn manual con tierra seca, removiendo el mucilago adherido a la testa hasta obtener

una semilla limpia.

Estas semillas fueron luego seleccionadas en base a un tamafio uniforme y buena
condicion fitosanitaria. Finalmente, las semillas fueron tratadas con el producto comercial
Semeprid (imidacloprid + thiodicarb) durante unos 15 minutos para prevenir el crecimiento

de plagas y patdgenos de acuerdo con Agudelo et al. (2021).

El tratamiento quimico se realizd Unicamente en la semilla antes de la siembra,
mientras que la inoculacién de los microorganismos se efectu6 a los 3 dias después de la
siembra, evitando su mezcla directa durante la preparacion de las semillas. Asimismo, el uso
de cura semillas no afecta el poder germinativo cuando se emplea; confirma las
recomendaciones, debido a que sus ingredientes activos, complementados con zinc, boro y

molibdeno, estan orientados a proteger el establecimiento inicial del cultivo (Casafe, 2016).

30



2.7.4 Siembra

La siembra se realizd colocando una semilla pregerminada en la bolsa con
dimensiones de 6 x 10, luego se planté aproximadamente tres cuartos de la semilla en el
sustrato, orientando el punto de emergencia de la radicula. Luego se aplicé riego para
mantener el sustrato a capacidad de campo y germinar las semillas. Las bolsas de semillas
se distribuyeron en hileras en el vivero para asegurar un adecuado control agronémico,

control fitosanitario y crecimiento de las plantulas (Agudelo et al., 2021).

2.7.5 Aplicacion de microorganismos

Los microorganismos beneficiosos Trichoderma spp., Aspergillus spp., Bacillus
subtilis y Pseudomonas spp. se obtuvieron a partir de formulaciones comerciales y se
aplicaron una vez por semana durante el periodo experimental mediante dos vias: edafica y

foliar.

El experimento estuvo constituido por 10 tratamientos, correspondientes a la
combinacion de dos procedencias del sustrato y cinco tratamientos de microorganismos,
incluidos Trichoderma spp., Aspergillus spp., Bacillus subtilis, Pseudomonas spp. y un
tratamiento testigo. Cada tratamiento contd con cuatro repeticiones, y cada repeticion estuvo
conformada por cinco plantulas como submuestras. En consecuencia, cada tratamiento

estuvo representado por 20 plantulas y el experimento comprendié un total de 200 plantulas.

Para cada microorganismo se prepararon 1000 mL de suspensién por jornada de
aplicacion, distribuidos en dos fracciones de 500 mL. Para la via edéfica se utilizaron 480
mL de agua y 20 mL del producto comercial, mientras que para la via foliar se preparé una
segunda suspension con 480 mL de agua y 20 mL del mismo producto comercial. De esta
manera, cada microorganismo requirio un total de 40 mL de producto comercial y 960 mL

de agua por jornada de aplicacion.

Las suspensiones fueron aplicadas a las 20 plantulas correspondientes a cada
tratamiento. La primera suspension se aplico directamente sobre el sustrato, alrededor de la
zona radicular, mediante la via edéfica, mientras que la segunda se aplicé sobre el follaje
mediante la via foliar. Por tanto, cada planta recibié 25 mL de suspension por via,

equivalente a 50 mL de suspension por planta en cada jornada de aplicacion. Considerando
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la concentracion de la suspension, cada planta recibié 1 mL de producto comercial por via,

para un total de 2 mL de producto comercial por planta en cada jornada.

El tratamiento testigo recibié el mismo volumen de aplicacion y siguié el mismo
procedimiento, utilizando Unicamente agua. La aplicacion de microorganismos promotores
del crecimiento vegetal (PGPB) se realiz6 con el propdésito de evaluar su posible influencia
sobre el crecimiento y desarrollo inicial de las plantulas bajo las condiciones de los sustratos
evaluados, como lo observaron Gonzélez (2014), Maslennikova et al. (2023), Reed and
Glick, (2023).

Tabla 8 Preparacion de la suspensién de microorganismo para cada aplicacion

Producto

. L Agua  Microorganismo Volumen ) . Suspension/planta  comercial
Tipo de aplicacion preparado  Plantulas/tratamiento
(mL) (mL) (mL) Iplanta
(mL)
(mL)
Edafica 480 20 500 20 25 1
Foliar 480 20 500 25 1
Total, por
960 40 1000 20 50 2

microorganismo

Fuente: Elaboracién propia

2.7.6 Plan de fertilizacion

Con el propésito de mantener una adecuada disponibilidad de nutrientes durante el
desarrollo de las plantulas en vivero, se realiz6 un plan de fertilizacion mediante la aplicacion
de un fertilizante granular completo (12+11+18+micronutrientes) como complemento
nutricional del sustrato. La fertilizacion constituye una practica de manejo recomendada para
favorecer el crecimiento inicial y el desarrollo de las plantas de cacao, proporcionando los

macronutrientes esenciales para su establecimiento (Merchan et al., 2017).

Durante el periodo experimental se efectuaron dos aplicaciones de fertilizantes
distribuidas a lo largo de los meses de evaluacion, utilizando una dosis de 8 g por planta en
cada fertilizacion, para una dosis acumulada de 16 g por planta. En total, se emplearon 3200

g de fertilizante para las plantas establecidas en el experimento.
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Tabla 9 Dosificaciones de fertilizante por planta

Fuente Dosis/aplicacion Numero de Dosis/planta  Dosis total del

(g/planta) aplicaciones (9) experimento (g)
Abono completo 8 2 16 3200
(12+11+18 +

micronutrientes)

2.8 Parametros evaluados

La evaluacion de las variables morfoldgicas se realizd cada 7 dias después de la

germinacion de las semillas, con el objetivo de determinar el crecimiento y desarrollo de las

plantulas de cacao en vivero.

2.8.1 Variables de caracterizacion inicial

Suelo y grano: Las concentraciones de cadmio en las muestras de suelo y grano de
cacao fueron determinadas en el Laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP). El analisis se realizé6 mediante
espectrometria de fluorescencia de rayos X de alta definicion (HDXRF), previa
preparacion de las muestras conforme al protocolo establecido por el laboratorio. Los
resultados fueron expresados en mg Kg~! de peso seco, con un limite de deteccion
de 0.05 mg Kg~! (Martinez et al., 2023).

pH y Conductividad eléctrica: Para esta variable se utiliz6 la metodologia
propuesta por Silva et al. (2021) tomando 20 g de suelo colocados en un vaso de
precipitacion, al cual se le afiadieron 20 mL de agua destilada y se agité durante 30
minutos. Posteriormente, la suspension se dejo reposar durante 12 horas y luego se
filtr6 mediante un papel filtro para obtener el extracto. EI pH fue determinado
utilizando un potenciometro calibrado y la conductividad eléctrica mediante un
conductimetro ajustado, registrando los resultados en unidades de pH y pS/cm

respectivamente.

2.8.2 Variables germinativas

Germinacion (%): El nimero de semillas germinadas se considerd la emergencia

de los cotiledones. El porcentaje de germinacion se calcul6 de la siguiente manera (Gaibor,

2023):
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Formula 3:
% G = (Sg/Ss) x 100
donde

Sg=n° de semillas que germinan
Ss = n° total de semillas sembradas

Tiempo de emergencia (%): Se registro el namero de dias transcurridos desde la
siembra hasta la emergencia de la plantula, la informacién se expresé como porcentaje,
calculandose en funcion del niamero de plantulas emergidas respecto al total de semillas

establecidas.

2.8.3 Variables morfoldgicas

Altura de planta (cm): Se midié desde la superficie del sustrato hasta la parte apical
de la planta, es decir, hasta el dGltimo brote del tallo (Nahuirima, 2019).

Diametro del tallo (mm): Se midi6 2 cm por encima de la superficie del
sustrato (Nahuirima, 2019).

Numero de hojas (U): Se registré semanalmente contando las hojas completamente
desarrollada (Zambrano, 2013).

indice de vigor (cmd): Se determiné utilizando los datos de circunferencia del tallo
(transformado primero a cm), altura de planta y diametro de corona, aplicando la siguiente
formula (Loor et al., 2016):

Formula 4:

Donde
IV = indice de vigor (cm)

C = Circunferencia de tallo (cm)
H = Altura de la planta (cm)
L = Diametro de la corona foliar (cm)
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2.8.3.1 Variable fisiologica

Estado fotosintético: Los valores obtenidos mediante medidor de SPAD fueron
utilizados como un indicador indirecto del contenido de clorofila y del estado fotosintético
de las plantulas. De acuerdo con los rangos reportados para cacao por Suarez et al. (2022) y
Weinstein et al. (2025), valores inferiores a 40 unidades SPAD pueden asociarse con una
reduccién del contenido de clorofila y condiciones de estrés, mientras que valores superiores
a 60 unidades SPAD reflejan una adecuada concentracion de clorofila y un mejor desempefio
fotosintético.

Tabla 10 Criterios de evaluacién de estado fotosintético

Valor de SPAD Interpretacion  Estado fotosintético

<30 Muy bajo Estrés severo, deficiencia nutricional

30-40 Bajo Estrés leve, baja concentracion de
clorofila

40 -50 Medio Desarrollo  estable, pero  con
limitaciones

> 50 Bueno Adecuada concentracion de clorofila y

estado nutricional 6ptimo.

Elaboracion propia con base en (Suérez et al., 2022; Weinstein et al., 2025).

2.8.4 Variable radicular

Longitud de raiz (cm): Para esta variable se utilizé la metodologia propuesta por
Osorio et al. (2017), donde las plantulas seran extraidas cuidadosamente del sustrato para
evitar dafio en el sistema radicular. Posteriormente, se realizé el lavado de las raices con
agua destilada para retirar residuos de suelo y se midié la longitud de la raiz principal desde

el cuello de la planta hasta el apice radicular utilizando una cinta métrica.

2.9 Andlisis estadistico de los resultados

Dado que la investigacion se desarroll6 en dos fases, el procesamiento y analisis de
los datos se realizd de acuerdo con cada etapa. En la primera fase, correspondiente a la
determinacion de las concentraciones de Cd en suelo y grano de cacao, los datos fueron
analizados mediante estadistica descriptiva. En la segunda fase, correspondiente a la
evaluacion de la respuesta germinativa, morfoldgica, fisiolégica y radicular de las plantulas,

se verificd previamente la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk.
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Posteriormente, se aplicé un Disefio Completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 2 x
5, considerando como factores la procedencia del sustrato y los microorganismos aplicados.
Las cincos plantulas correspondientes a cada repeticion fueron consideradas como
submuestras, por lo que para cada variable se calcul6 el promedio de las cinco plantas por
repeticion, utilizando este valor como unidad de observacion para el analisis estadistico. De
esta manera, se trabajo con 40 unidades de observacion, correspondientes a 10 tratamientos
y cuatro repeticiones. Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) para
determinar los efectos de la procedencia del sustrato, los microorganismos y su interaccion.
Cuando se detectaron diferencias significativas, las medias fueron comparadas mediante la
prueba de Tukey (p < 0.05).
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Concentraciones de cadmio en suelo y grano de cacao

3.1.1 Suelo

Los valores de cadmio (Cd) determinados en las muestras de suelo oscilaron entre
0.21y 0.28 mg Kg~?! de materia seca (Tabla 11). El valor mas alto se registré en la muestra
correspondiente al sitio de Rio Verde a una profundidad de 0-25 cm (0.28 mg Kg~! de
materia seca), mientras que el menor se obtuvo en la muestra del sitio Cerecita a la misma

profundidad (0.21 mg Kg~! de materia seca).

Las concentraciones de cadmio obtenidas en la presente investigacion difieren de las
reportadas por Arguello et al. (2019), Gramlich et al. (2017) y Mite et al. (2010) quienes
encontraron que la mayor acumulacion de este metal se presenta en la capa superficial del
suelo (0-15 cm), con concentraciones medias de 1.53, 0.91 y 2.53 mg Kg~! de materia seca,
respectivamente. Aunque dichos estudios también identificaron la mayor concentracion que

en el estrato superficial.

Estas diferencias pueden atribuirse a diversos factores, entre ellos el material parental
del suelo, las propiedades fisicoquimicas, el contenido de materia organica, el pH, las
practicas de manejo agronomicas y el uso continuo de fertilizantes u otros agroquimicos
fosfatados. En este sentido, Gramlich et al. (2017) sefialaron que la materia organica
mantiene una relaciéon inversa con el contenido de cadmio, debido a que favorece la

adsorcion e inmovilizacion del metal, reduciendo su movilidad y disponibilidad.

De acuerdo con Lépez et al. (2021), el cadmio esta presente de forma natural en los
suelos como resultado de procesos geoldgicos, entre ellos la meteorizacion de rocas, la
pedogénesis de materiales volcanicos y sedimentarios, los fosfatos marinos, la actividad
volcénica, la erosion y la deposicion de sedimentos, siendo la roca madre el principal factor
que determina su concentracion natural. Estos autores indican que, en condiciones naturales,
el cadmio generalmente se encuentra en concentraciones inferiores a 1.20 mg Kg=! de
materia seca, mientras que en situaciones externas de contaminacion natural puede alcanzar

hasta 100 mg Kg~! de materia seca.

Asimismo, sefialan que las fuentes naturales representan aproximadamente el 10%

del aporte total de cadmio al ambiente, mientras que el porcentaje restante proviene de
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actividades antropogenicas, como la mineria, la fundicion de metales, el uso continuo de
fertilizantes fosfatados, algunos productos fitosanitarios, estiércoles, lodos residuales. Sin
embargo, la acumulacion y biodisponibilidad del metal dependen de las propiedades

fisicoquimicas del suelo.

En este contexto, las concentraciones registradas en las muestras evaluadas (0.21 y
0.28 mg Kg~! de materia seca) se encuentran dentro del rango considerado natural para
suelos no contaminados. No obstante, estos resultados constituyen un diagndstico
descriptivo de los puntos de muestreo analizados y no permiten realizar una inferencia sobre
el comportamiento del cadmio en toda la zona. Aun asi, los valores obtenidos son
consistentes con la influencia conjunta de factores geogénicos y de las propiedades edéaficas,
como el pH, la materia organica y la textura, que regula la movilidad, retenciéon y

biodisponibilidad del cadmio en el suelo.

Tabla 11 Concentraciones de cadmio (mg Kg~! de materia seca) determinadas en las
muestras de suelo segun sitio y profundidad de muestreo.

Sitio de muestreo Prof. (cm) Cd (mg Kg~'de materia seca)
Rio Verde 0-25 0.28
Rio Verde 50 0.27
Cerecita 0-25 0.21
Cerecita 50 0.24
3.1.2 Grano

Los resultados del analisis de cadmio (Cd) en el grano mostraron diferencias entre
las muestras evaluadas. La muestra procedente de Rio Verde, correspondiente al material
genético Nacional, presentd una concentracion de 0.48 mg Kg~! de materia seca, mientras
que la muestra procedente de Cerecita, correspondiente al material genético CCN-51,

registrd 1.74 mg Kg~! de materia seca (Tabla 12).

En las muestras analizadas, el mayor contenido de Cd se registr6 en el grano
procedente de Cerecita (CCN-51). Sin embargo, debido a que cada localidad estuvo
representada por un Unico material genético, las diferencias observadas describen

Unicamente el comportamiento de las muestras estudiadas y no permiten atribuir el mayor
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contenido de cadmio exclusivamente al genotipo o a condiciones de la localidad, ya que

ambos factores variaron simultaneamente.

A pesar de que las concentraciones de Cd en el suelo fueron bajas en ambos sitios de
muestreo, los resultados obtenidos en el grano evidencian que la concentracion de este metal
en las almendras no guarda necesariamente una relacion directa con el contenido total de Cd
determinado en el suelo. Este comportamiento sugiere que la acumulacion de cadmio en el

grano puede estar influenciada por maltiples factores asociados al sistema suelo-planta.

En este sentido, Vanderschueren et al. (2023), mediante un experimento de marcaje
isotopico con %8Cd, demostraron que el cadmio es absorbido principalmente en forma de
Cd?*. Debido a que este ion presenta propiedades fisicoquimicas similares a las de cationes
esenciales como Ca?*, Zn?*, Fe?* y Mn?*, puede utilizar los mismos transportadores de
membrana responsables de la absorcion de nutrientes, favoreciendo su ingreso a las raices

incluso cuando las concentraciones disponibles en el suelo son relativamente bajas.

Por ende, estos resultados, concuerdan con lo reportado por Lewis et al. (2018),
quienes evaluaron 77 genotipos de cacao bajo condiciones edaficas similares y encontraron
concentraciones de cadmio en el grano entre 0.17 y 2.31 mgKg™! de materia seca,
evidenciando que la acumulacion del metal no depende exclusivamente de la disponibilidad
de cadmio en el suelo, sino también de la capacidad genética de cada material para
bioacumular, transportar y distribuir hacia los drganos productivos. No obstante, dichos
resultados corresponden a un disefio experimental que permitié evaluar especificamente el

efecto del material genético, condiciones que difieren de la presente investigacion.

Por otra parte, Barrezueta et al. (2021), al comparar los genotipos Nacional y CCN-
51 en tres fincas cacaoteras de Ecuador, reportaron concentraciones de cadmio en el grano
entre 1.15y 1.93 mg Kg~! de materia seca, asi como variaciones en hojas y testa. Los autores
sefialaron que la acumulacion del metal estuvo influenciada tanto por el material genético

como por factores edaficos.

Por el contrario, Freire et al. (2025) evaluaron siete genotipos de cacao y observaron
diferencias en la absorcion, translocacion y bioacumulacion de cadmio. En particular, el clon

CCN-51 present6 una mayor capacidad de absorcidn y acumulacion del metal en los tejidos
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aéreos, mientras que otros genotipos, como EET-95 y EET-399, mostraron una menor

acumulacién y una mejor eficiencia en la translocacion desde la raiz hacia la parte aérea.

En conjunto, estos antecedentes muestran que tanto las caracteristicas genéticas
como las condiciones edaficas pueden influir en la acumulacién de cadmio en el cacao. En
la presente investigacion, las diferencias observadas entre las muestras de Rio Verde
(Nacional) y Cerecita (CCN-51) son consistentes con la variabilidad genética reportada en
la literatura; sin embargo, debido al disefio de muestreo empleado, no es posible establecer
si dichas diferencias se deben al material genético, a la localidad de procedencia o a la

interaccion entre ambos factores.

Tabla 12 Concentraciones de cadmio (mg Kg~! de materia seca) en grano de cacao segln
zona y material genético.

Sitio Material genético Cd (mg Kg~! de materia seca)
Rio Verde Nacional 0.48
Cerecita CCN-51 1.74

3.2 Respuesta germinativa de plantulas de cacao

3.2.1 Porcentaje de germinacion (%)

El porcentaje de germinacion (%G) no presentd diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados (p = 0.7176), lo que indica que la interaccion entre la zona de estudio

y los microorganismos no influyo en la respuesta germinativa de las semillas.

Los mayores porcentajes de germinacion se registraron en los tratamientos T3 (Al x
B3) y T4 (Al x B4), ambos con 75%, lo que indica que la inoculacion con Bacillus subtilis
y Pseudomonas spp. favorecio el proceso de germinacion de las semillas. En contraste, el

tratamiento T9 (A2 x B4) presentd la menor respuesta, con 30% de germinacion.

Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Khaeruni et al. (2020),
quienes evaluaron diez aislados de bacterias enddfitas, provenientes de plantas sanas de
cacao, y encontraron que tres de ellos incrementaron la capacidad germinativa de las semillas
hasta 96.67%, ademas de mejorar la uniformidad de la emergencia, la altura de las plantulas,
el peso seco de la raiz. Los autores atribuyeron este comportamiento a la capacidad de los

microorganismos para fijar nitrégeno, solubilizar fésforo y producir acido indolacético,
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mecanismos que favorecen el establecimiento inicial y el desarrollo de las plantulas de

Cacao.

Por otra parte, Falcéo et al. (2014), quienes inocularon semillas germinadas de cacao
con Bacillus subtilis ALB629 y observaron incrementos de hasta 30% en el desarrollo
radicular, 14% en el area foliar y 7.6% en la altura, ademas de un aumento del injerto. Los
autores atribuyeron este comportamiento a la capacidad del Bacillus subtilis para colonizar
los tejidos vegetales desde las etapas iniciales del desarrollo y promover el crecimiento de

las plantulas mediante diferentes mecanismos fisioldgicos.

Estos antecedentes respaldan que la inoculacién con microorganismos promotores de
crecimiento vegetal puede favorecer la germinacion y el establecimiento inicial de las
plantulas de cacao. Este efecto se atribuye principalmente a la produccion de fitohormonas,
la fijacion bioldgica de nitrogeno y la solubilizacion de fésforo, procesos que incrementan
la disponibilidad de nutrientes y estimulan la actividad metabdlica durante la germinacion,

favoreciendo una emergencia mas rapida y uniforme de las semillas.

Tabla 13 Porcentaje de germinacion (%) de plantulas de cacao cultivadas en sustratos
preparados con suelo de las zonas de estudio e inoculadas con microorganismos benéficos.

Porcentaje de Germinacion

G N
%G5
Factor A Al 1 or.00a
A2 39.00b
Bl 47.50 a
B2 57.50 a
Factor B B3 4 57.50 a
B4 52.50 a
B5 50.00 a
Tratamientos
T1 (Al x B1) 60.00 a
T2 (Al x B2) 70.00 a
T3 (Al x B3) 4 75.00 a 40
T4 (Al x B4) 75.00 a
T5 (Al x B5) 55.00 a
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T6 (A2 x B1) 35.00 a

T7 (A2 x B2) 45.00 a
T8 (A2 x B3) 40.00 a
T9 (A2 x B4) 30.00 a
T10 (A2 x B5) 45.00 a
AxB 0
Error experimental 30
Total 39
CV(%) 47.98
Probabilidad (Tratamientos) 0.7176
Probabilidad (FA) 0.0015
Probabilidad (FB) 0.9090
Probabilidad (A x B) 0.0000

*%G= Porcentaje de germinacion 5 dias. *A1=Suelo Cerecita. *A2=Suelo Rio Verde. *B1= Trichoderma
spp. *B2=Aspergillus spp, *B3=Bacillus subtilis. *B4=Pseudomonas spp. *B5=Testigo. *Gl= Grados de
libertad. *CV%=Coeficiente de variacion. *Medias estadisticas de Tukey con el 0.05 de probabilidad de error.
*abc=Letras iguales no defieren estadisticamente.

3.2.2 Porcentaje de emergencia (%)

Los resultados del andlisis de varianza para el tiempo de emergencia a los 15 dias

(%E15) no evidenciaron diferencias entre los tratamientos (p = 0.9251).

Los porcentajes de emergencia oscilaron entre el 91.75% y 100%, indicando que,
independientemente de la zona de estudio o del microorganismo aplicado, la mayoria de las

plantulas completaron su emergencia al finalizar el periodo de evaluacion.

La elevada emergencia registrada al finalizar el proceso de germinacién sugiere que
las pléantulas lograron establecerse adecuadamente en los sustratos evaluados. Este
comportamiento puede relacionarse con el efecto fisiologico que ejercen los
microorganismos sobre la semilla durante la germinacion. de Sousa et al. (2021) reportan
que la inoculacion de semillas de cacao con Trichoderma spp. permitié obtener porcentajes
de emergencia superiores al 95 %, ademas de incrementar el crecimiento radicular,
favoreciendo el establecimiento inicial de las plantulas. De forma semejante, Ferréas et al.
(2022) encontraron que la inoculacion con Pseudomonas spp. incrementd la emergencia de
semillas de cacao y promovi6 un mayor desarrollo vegetativo, atribuyendo estos efectos a la

produccidn de fitohormonas y otros metabolitos. Estos resultados respaldan lo observado en
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los resultados obtenidos en la presente investigacion, donde los tratamientos inoculados

alcanzaron una emergencia mas rapida durante los primeros diez dias.

Por otra parte, las concentraciones de cadmio determinadas en los sustratos de la
presente investigacion (0.21-0.28 mg Kg~'de materia seca) fueron inferiores a las
evaluadas por Acosta (2013), quien no encontrd efectos negativos sobre la emergencia de
las semillas de cacao bajo concentraciones considerablemente mayores de cadmio.
Asimismo, Yang et al. (2025) indicaron que microorganismos como Bacillus subtilis,
Pseudomonas spp. y Trichoderma spp. pueden incrementar la tolerancia de las semillas al
estrés ocasionado por metales pesados mediante la produccién de compuestos promotores

del crecimiento, favoreciendo una emergencia mas uniforme.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que los porcentajes de emergencia
registrados reflejan un adecuado establecimiento de las plantulas en todos los tratamientos.
Considerando los antecedentes disponibles, es posible que la accion de los microorganismos
promotores de crecimiento y las condiciones de los sustratos hayan contribuido a este
comportamiento; sin embargo, los resultados obtenidos no pueden atribuir dicho efecto

exclusivamente a la concentracion de cadmio o a algunos factores de manera independiente.

Tabla 14 Porcentaje de emergencia (%) de plantulas de cacao a los 15 dias, cultivadas en
sustratos preparados con suelo de las zonas de estudio e inoculadas con microorganismos

benéficos.
Porcentaje de emergencia
© %E15
Al 97.33 a
Factor A 1
A2 95.00 a
Bl 100.00 a
B2 95.83 a
Factor B B3 4 91.67a
B4 93.33 a
B5 100.00 a
Tratamientos
T1 (Al xB1) 4 100.00 a 40
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T2 (Al x B2) 100.00 a

T3 (Al x B3) 91.67 a
T4 (Al x B4) 95.00 a
T5 (Al x B5) 100.00 a
T6 (A2 x B1) 100.00 a
T7 (A2 x B2) 91.67 a
T8 (A2 x B3) 91.67 a
T9 (A2 x B4) 91.67 a
T10 (A2 x B5) 100.00 a
A xB 0
Error experimental 30
Total 39
CV(%) 11.44
Probabilidad (Tratamientos) 0.9251
Probabilidad (FA) 0.5077
Probabilidad (FB) 0.4468
Probabilidad (A x B) 0.0000

*0pE= Porcentaje de emergencia 15 dias. *A1=Suelo Cerecita. *A2=Suelo Rio Verde. *B1= Trichoderma
spp. *B2=Aspergillus spp, *B3=Bacillus subtilis. *B4=Pseudomonas spp. *B5=Testigo. *Gl= Grados de
libertad. *CV%=Coeficiente de variacion. *Medias estadisticas de Tukey con el 0.05 de probabilidad de
error. *abc=Letras iguales no defieren estadisticamente.

3.3 Respuesta morfolégica de plantulas de cacao

3.3.1 Altura de planta (cm)

Los resultados del analisis de varianza para la altura de planta a los 7, 14, 21 y 28
dias después de la emergencia mostraron que los efectos principales de la procedencia del
suelo (FA) y de los microorganismos aplicados (FB) no fueron significativos (p > 0.05) en

ninguna de las evaluaciones.

La altura de las plantulas incrementd progresivamente a lo largo del periodo de
evaluacion. En la evaluacion inicial, realizada a los 7 dias después de la emergencia, los
valores registrados entre tratamientos oscilaron entre 13.57 y 16.78 cm. El mayor valor

correspondio al tratamiento T4 (Al x B4), con 16.78 cm, mientras que el menor se observo
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en T2 (Al x B2), con 13.57 cm. Finalmente, a los 28 dias, la altura oscilé entre 16.50y 21.73

cm, correspondientes a T2 y T6, respectivamente.

Al analizar los factores principales, el suelo procedente de Rio Verde (A2) presentd
valores medios de altura ligeramente superiores a los obtenidos con el suelo de Cerecita
(Al). Alos 28 dias, A2 alcanz6 una media de 19.51 cm, mientras que Al presentd 18.63 cm.
No obstante, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p = 0.4712). De manera
similar, entre los microorganismos evaluados, el tratamiento testigo (B5) presentd la mayor
media de altura a los 28 dias, con 19.95 cm, seguido de Trichoderma spp. (B1), con 19.79
cm, mientras que Aspergillus spp. (B2) registr6 el menor valor, con 17.85 cm. Sin embargo,

el efecto principal de los microorganismos tampoco fue significativo (p = 0.8082).

Este comportamiento coincide con lo reportado por de Sousa et al. (2021), quienes
evaluaron el efecto de diferentes aislamientos de Trichoderma spp. sobre plantulas de cacao
durante seis meses. Los resultados reportaron que al tercer mes la altura de las plantas oscild
entre 24.5 y 30.0 cm, mientras que al sexto mes alcanzé valores entre 27.6 y 34.3 cm, sin
tener diferencias respecto a los tratamientos. Los autores atribuyen este comportamiento al
tiempo requerido para que el hongo colonice la rizésfera y produzca fitohormona, mejorando

la absorcion de nutrientes y el crecimiento vegetal.

De manera semejante, Vallejos et al. (2026) encontraron que la inoculacion con
hongos micorrizicos arbusculares produjo alturas entre 31.47 y 42.89 cm después de 90 dias,
valores considerablemente superiores a los obtenidos en esta investigacion. Esta diferencia
puede explicarse por el mayor tiempo de crecimiento evaluado, ya que las simbiosis
micorrizicas requieren varias semanas para establecerse completamente y mejoran la

absorcion de fésforo, nitrogeno y agua.

El comportamiento observado también puede relacionarse con la presencia de
cadmio en los suelos utilizandos como sustrato. En la investigacion, las concentraciones
variaron entre 0.21 y 0.28 mg Kg~1, niveles considerados bajos. Mientras que Correa et al.
(2021) evaluaron pléantulas de cacao expuestas durante 120 dias a concentraciones cercanas
a 5 pg/g de Cd, encontraron reducciones significativas en la altura y en la acumulacion de
biomasa. Estos resultados sugieren que las concentraciones de cadmio presentes en los
suelos de las zonas evaluadas no se mostraron diferencias significativas en la altura bajo las

condiciones y periodo evaluados.
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Finalmente, Blommaert et al. (2022) demostraron que durante las primeras etapas

del desarrollo de las plantulas de cacao, el crecimiento de la biomasa puede estar fuertemente

influenciado por las reservas disponibles en la semilla, permitiendo un rapido desarrollo

inicial de la planta. Este comportamiento guarda relacion con la tendencia observada en la

presente investigacion, donde la altura aument6 de manera general entre los 7 y 28 dias,

independientemente de la procedencia del suelo y del microorganismo aplicado.

En conjunto, los resultados indican que durante las primeras cuatro semanas de

desarrollo la altura de las plantulas estuvo caracterizada por un incremento progresivo. La

procedencia del suelo y los microorganismos, considerados de manera independiente, no

modificaron significativamente esta variable.

Tabla 15 Altura de planta (cm) a los 7, 14, 21 y 28 dias después de la emergencia,

cultivadas en sustratos preparados con suelos de las zonas de estudio e inoculados con
microorganismos benéficos.

Altura de la planta (cm)

AP 7 AP14 AP21 AP28

Eactor A Al 1550a 18.11a 18.48a 18.63a

A2 15.68a 18.82a 1949a 1951a

Bl 15.65a 18.81a 19.75a 19.79a

B2 14.63a 1764a 1783a 17.85a

Factor B B3 1585a 1824a 19.14a 19.0la

B4 1531a 1849a 18.64a 18.73a

B5 16.53a 19.16a 19.57a 19.95a

Tratamientos

T1 (Al xB1) 1495a 17.01a 17.92a 17.86a

T2 (Al x B2) 1357a 1644a 1636a 16.50a

T3 (Al x B3) 15.86a 17.78a 18.28a 18.18a

T4 (Al x B4) 16.78a 20.30a 20.49a 20.58a
T5 (Al x B5) 16.36a 19.02a 19.38a 20.01a 40

T6 (A2 x B1) 16.35a 20.6l1a 21.59a 21.73a

T7 (A2 x B2) 15.70a 18.83a 19.30a 19.20a

T8 (A2 x B3) 15.84a 1869a 20.00a 19.85a

T9 (A2 x B4) 13.83a 16.68a 16.79a 16.88a
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T10 (A2 x B5) 16.71a 19.30a 19.76a 19.88a

AxB 0

Error experimental 30

Total 39
CV(%) 20.17 19.89 19.53 20.00
Probabilidad (Tratamientos) 0.5561 0.3668 0.3184 0.3314
Probabilidad (FA) 0.8560 0.5439 0.3996 0.4712
Probabilidad (FB) 0.8094 0.9372 0.8410 0.8082
Probabilidad (A x B) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

*AP= Altura de planta 7, 14, 21 y 28 dias. *A1=Suelo Cerecita. *A2=Suelo Rio Verde. *B1= Trichoderma
spp. *B2=Aspergillus spp, *B3=Bacillus subtilis. *B4=Pseudomonas spp. *B5=Testigo. *Gl= Grados de
libertad. *CV%=Coeficiente de variacion. *Medias estadisticas de Tukey con el 0.05 de probabilidad de error.
*abc=Letras iguales no defieren estadisticamente.

3.3.2 Diémetro de tallo (mm)

Los resultados del andlisis de varianza para el diametro de tallo a los 7, 14, 21 y 28
dias después de la emergencia mostraron que los efectos principales de la procedencia del
suelo (FA) y de los microorganismos aplicados (FB) no presentaron diferencias
significativas en ninguna de las evaluaciones (p > 0.05). De igual manera, el efecto de los
tratamientos considerados de forma global no fue significativo.

El didmetro del tallo mostré un incremento gradual conforme avanzo el desarrollo de
las plantulas. En la evaluacion inicial, realizada a los 7 dias después de la emergencia, los
valores registrados entre los tratamientos oscilaron entre 2.49 y 3.04 mm, correspondiendo
el mayor valor al tratamiento T1 (Al x B1), con 3.04 mm, mientras que el menor se presento
en T3 (Al x B3), con 2.49 mm. Finalmente, a los 28 dias, los valores estuvieron
comprendidos entre 3.32 y 3.65 mm, correspondiendo el mayor diametroa T1 (A1 x B1) y
el menor a T2 (Al x B2).

Al considerar los factores principales, las medias correspondientes a la procedencia
del suelo fueron muy similares. A los 7 dias, el suelo de Cerecita (A1) presentd un diametro
medio de 2.74 mm, mientras que Rio Verde (A2) alcanz6 2.71 mm. A los 28 dias, ambas
procedencias registraron una media de 3.43 mm. De manera similar, los microorganismos
evaluados no produjeron diferencias significativas en el diametro de tallo. A los 28 dias,

Trichoderma spp. (B1) presenté la mayor media, con 3.54 mm, mientras que Aspergillus
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spp. (B2) presentd la menor media, con 3.38 mm. No obstante, estas diferencias fueron
unicamente numeéricas, debido a que los valores de probabilidad para el factor B fueron

superiores a 0.05 en todas las fechas de evaluacion.

Este comportamiento difiere parcialmente con lo reportado por Burgos (2024), quien
evaluo la aplicacion de Bacillus subtilis (cepa = DMS18695) en plantulas de cacao sometidas
a diferentes concentraciones de cadmio y obtuvo un diametro maximo de 4.34 mm en plantas
inoculadas sin exposicion al metal, mientras que las sometidas a 10 ppm de Cd sin
inoculacion alcanzaron Unicamente 2.35 mm. El autor atribuyé estos resultados a la
capacidad de B. subtilis para promover el crecimiento vegetal mediante la produccion de
fitohormonas, el incremento en la disponibilidad de nutrientes y la mitigacion del estrés
ocasionado por el cadmio. En contraste, en la presente investigacion, Bacillus subtilis
presentd valores numéricamente similares a los demas tratamientos y no produjo un efecto
significativo como factor independiente. Esta diferencia puede estar relacionada con las
condiciones experimentales, la concentracion de Cd, el tiempo de evaluacion y las

caracteristicas del sustrato utilizado.

Asimismo, Correa et al. (2021) sefialaron que el crecimiento de las plantulas de cacao
no depende Unicamente de la concentracion de cadmio, sino también de las propiedades
fisicas y quimicas del suelo, las cuales pueden modificar la disponibilidad del metal para la
planta. En su estudio, los suelos con mayor contenido de arcilla acumularon hasta 12.40 pg/g
de Cd, mientras que aquellos con mayor contenido de materia organica presentaron una
acumulacion menor, de hasta 7.25 pg/g, reduciendo potencialmente los efectos negativos
sobre el crecimiento. En la presente investigacion, las concentraciones de Cd de los suelos
utilizados como sustrato fueron considerablemente menores, entre 0.21 y 0.28 mg kg™, por
lo que no se evidenci6 una limitacion marcada del engrosamiento del tallo durante el periodo

de evaluacion.

En conjunto, los resultados muestran que el didmetro de tallo presentd un incremento
continuo desde los 7 hasta los 28 dias después de la emergencia. Las medias de los factores

A y B no presentaron diferencias estadisticas significativas, evidencidndose valores
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relativamente proximos entre las procedencias de suelo y entre los microorganismos

evaluados.

Tabla 16 Diametro de tallo (mm) a los 7, 14, 21 y 28 dias después de la emergencia, en
funcién de la interaccion entre los sustratos preparados con suelo de las zonas de estudio y
los microorganismos evaluados.

Diametro de tallo (mm)

G N
DT 7 DT 14 DT 21 DT 28
Al 2.74 a 3.10a 3.21a 343a
Factor A A2 : 2.71a 3.15a 3.30 a 3.43a
Bl 2.80a 3.06a 33la 3.54a
B2 2.69 a 3.15a 3.19a 3.38a
Factor B B3 4 2.63 a 3.16 a 3.24a 343a
B4 2.79a 3.13a 3.23 a 34la
BS 2.72 a 3.14 a 3.28 a 34la
Tratamientos
T1 (Al xB1) 3.04 a 3.05a 3.40 a 3.65a
T2 (Al x B2) 266a 3.09a 3.07a 332a
T3 (Al x B3) 249a 313a 313a 340a
T4 (Al x B4) 278a 313a 324a 342a
T5 (Al x B5) 274a 31la 320a 3.38a
T6 (A2 x B1) ) 256a 3.07a 322a 343a %
T7 (A2 x B2) 272a 32la 332a 345a
T8 (A2 x B3) 276a 320a 336a 346a
T9 (A2 x B4) 280a 313a 323a 3.39a
T10 (A2 x B5) 271a 317a 336a 344a
AxB 0
Error experimental 30
Total 39
CV(%) 16.88 5.31 6.11 6.26
Probabilidad (Tratamientos) 0.5858 0.9450 0.1701 0.5245
Probabilidad (FA) 0.8141 0.3258 0.1714  0.9999
Probabilidad (FB) 0.9362 0.7583 0.8014  0.6415
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Probabilidad (A x B) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

*DT= Didmetro de tallo 7, 14, 21 y 28 dias. *A1=Suelo Cerecita. *A2=Suelo Rio Verde. *B1= Trichoderma
spp. *B2=Aspergillus spp, *B3=Bacillus subtilis. *B4=Pseudomonas spp. *B5=Testigo. *Gl= Grados de
libertad. *CV%=Coeficiente de variacion. *Medias estadisticas de Tukey con el 0.05 de probabilidad de
error. *abc=Letras iguales no defieren estadisticamente.

3.3.3 Indice de vigor (cmd)

Los resultados del analisis de varianza para el indice de vigor (IVV) no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, con un valor de p = 0.4904. De
igual manera, los efectos principales de la procedencia del suelo (FA) y de los
microorganismos aplicados (FB) no presentaron diferencias significativas, con valores de p
=0.1083 y p = 0.4520, respectivamente. Por tanto, las variaciones observadas en el indice
de vigor entre las combinaciones evaluadas fueron Unicamente numéricas y no evidenciaron

un efecto estadisticamente significativo de los tratamientos sobre esta variable.

Al finalizar la evaluacion, el indice de vigor presento valores comprendidos entre
42.98 y 75.83 cm3. El mayor valor correspondié al tratamiento T7 (A2 x B2), con 75.83 cmg,
constituido por el suelo de Rio Verde inoculado con Aspergillus spp. En contraste, el menor
valor se registré en T1 (Al x B1), con 42.98 cms3, correspondiente al suelo de Cerecita
inoculado con Trichoderma spp. El tratamiento testigo T5 (Al x B5) presentd un valor de
61.88 cm3, mientras que T10 (A2 x B5) alcanz6 58.72 cm3. No obstante, estas diferencias
fueron Unicamente numéricas, debido a que las medias no presentaron diferencias

estadisticas entre tratamientos.

Al considerar la procedencia del suelo, el indice de vigor fue numéricamente superior
en las plantulas cultivadas con el suelo de Rio Verde (A2), con una media de 61.49 cm?,
frente a 50.05 cm3 registrados en el suelo de Cerecita (Al). Sin embargo, esta diferencia no
fue estadisticamente significativa (p = 0.1083). Esto indica que, bajo las condiciones y el
periodo de evaluacién del presente estudio, la procedencia del suelo por si sola no produjo
un efecto significativo sobre el indice de vigor de las plantulas. Respecto a los
microorganismos, Aspergillus spp. (B2) present6 el mayor valor medio de indice de vigor,
con 64.53 cm3. Por otro lado, Trichoderma spp. (B1) registrd el menor valor medio, con
46.96 cm3. Sin embargo, estas diferencias tampoco fueron estadisticamente significativas (p
= 0.4520), por lo que no es posible atribuir al microorganismo aplicado un efecto diferencial

sobre el indice de vigor durante el periodo evaluado.
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Estos resultados pueden compararse con el estudio desarrollado por Fiodor et al.
(2023), quienes aislaron 156 cepas bacterianas provenientes de suelos rizosféricos, arenas
desérticas y sedimentos marinos. Después de seleccionar las cepas con capacidad para
solubilizar fosforo y potasio, producir &cido indolacético y expresar otras caracteristicas
promotoras del crecimiento vegetal, los autores observaron que Unicamente algunas cepas
incrementaron significativamente el vigor de las plantulas, mientras que otras no produjeron
respuestas favorables. Los autores sefialaron que la respuesta depende de la eficiencia de
cada cepa y de su interaccion con la especie vegetal y las condiciones ambientales. Este
comportamiento permite explicar parcialmente los resultados obtenidos en la presente
investigacion, donde los microorganismos evaluados presentaron diferencias numéricas en

el indice de vigor, pero sin alcanzar significancia estadistica.

De igual manera, Falc&o et al. (2014) evaluaron el efecto del endofito Bacillus
subtilis (cepa ALB629) sobre plantulas de cacao inoculadas mediante inmersion de semillas
germinadas en una suspension bacteriana. Los autores observaron incrementos en el
desarrollo radicular, area foliar y altura de las plantas, atribuyendo estos efectos a la
capacidad de la bacteria para estimular el crecimiento vegetal. En la presente investigacion,
Bacillus subtilis present6 un indice de vigor medio de 58.05 cm3, superior al registrado con
Trichoderma spp. y Pseudomonas spp.; sin embargo, la diferencia no fue estadisticamente
significativa. Esto evidencia que la respuesta de un microorganismo promotor del
crecimiento puede variar segun las condiciones experimentales, la cepa utilizada, el sustrato

y el tiempo de evaluacion.

Por otra parte, Garcia et al. (2025) sefialaron que la respuesta de bacterias y hongos
promotores del crecimiento en cacao puede estar condicionada por factores como el genotipo
de la planta, las propiedades fisicoquimicas del suelo, la microbiota nativa y las condiciones
ambientales. Ademas, los autores destacan que la eficacia de un microorganismo puede
variar entre localidades, aun cuando se utilice la misma especie microbiana. Esta
consideracion resulta relevante para interpretar los valores obtenidos en el presente estudio,
debido a que el mayor indice de vigor se registro con Aspergillus spp. en el suelo de Rio
Verde (T7), mientras que el menor se presentd con Trichoderma spp. en el suelo de Cerecita
(T1), evidenciando una respuesta numéricamente diferenciada entre las combinaciones de

suelo y microorganismo.
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En conjunto, los resultados indican que el indice de vigor presentd una variacion
numérica entre los tratamientos evaluados, con valores de 42.98 a 75.83 cm?. EI mayor indice
correspondi6 a T7 (A2 x B2), mientras que el menor se registré en T1 (Al x B1). Asimismo,
el suelo de Rio Verde presentd una media de IV superior a la del suelo de Cerecita y
Aspergillus spp. alcanz6 la mayor media entre los microorganismos evaluados. Sin embargo,
ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativa. Por tanto, bajo las
condiciones del presente estudio, no se evidencié un efecto significativo de la procedencia
del suelo, de los microorganismos ni de los tratamientos sobre el indice de vigor de las
plantulas de cacao.

Tabla 17 indice de vigor (cm3) de pléantulas de cacao en funcion de la interaccion entre los
sustratos con suelos de las zonas de estudio y los microorganismos

indice de Vigor (cm®)

© DT (cm) AP (cm) DC(cm) IV (cm®) N
Eactor A Al L 0.3la 20.76a 19.44a 50.05a
A2 0.32a 20.65a 21.25a 6149a
Bl 0.3la 1944a 1952a 46.96a
B2 0.30a 21.08a 21.73a 64.53a
Factor B B3 4 0.32a 21.02a 204l1a 58.05a
B4 0.3la 21.04a 19.69a 49.0l1la
B5 0.33a 2059a 20.37a 60.30a
Tratamientos
T1 (Al x Bl) 03la 19.15a 18.60a 42.98a
T2 (Al x B2) 0.29a 20.78a 20.20a 53.23a
T3 (Al x B3) 0.3la 2121a 1846a 4299a
T4 (Al x B4) 03la 21.35a 1955a 49.16a
T5 (Al x B5) . 0.33a 21.33a 2040a 61.88a 10
T6 (A2 x B1) 0.32a 19.74a 20.44a 50.95a
T7 (A2 x B2) 0.32a 21.38a 23.26a 75.83a
T8 (A2 x B3) 0.34a 20.83a 2236a 731la
T9 (A2 x B4) 0.31a 20.74a 19.83a 48.86a
T10 (A2 x B5) 0.33a 20.58a 20.34a 58.72a
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AXxB 0

Error experimental 30
Total 39
CV(%) 9.11 10.68 13.76 39.20
Probabilidad (Tratamientos) 0.8156 0.9486 0.5643  0.4904
Probabilidad (FA) 0.1973 0.8733  0.0507 0.1083
Probabilidad (FB) 0.3301 0.5239 0.5496 0.4520
Probabilidad (A x B) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

*DT= Diametro de tallo. *AP= Altura de planta. *DC= Diametro de la copa. *IV= Indice de vigor *A1=Suelo
Cerecita. *A2=Suelo Rio Verde. *B1= Trichoderma spp. *B2=Aspergillus spp, *B3=Bacillus subtilis.
*B4=Pseudomonas spp. *B5=Testigo. *Gl= Grados de libertad. *CV%=Coeficiente de variacion. *Medias
estadisticas de Tukey con el 0.05 de probabilidad de error. *abc=Letras iguales no defieren estadisticamente.

3.4 Respuesta fisioldgica de plantulas de cacao

3.4.1 Estado fotosintético (SPAD)

Los resultados del analisis de varianza para el estado fotosintético, determinado
mediante el indice SPAD como indicador indirecto del contenido de clorofila, no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos evaluados a los 21, 28, 35 y 42 dias después
de la emergencia, con valores de p = 0.3955, 0.9386, 0.9967 y 0.9585, respectivamente. De
igual manera, los efectos principales de la procedencia del suelo (FA) y de los
microorganismos aplicados (FB) no presentaron diferencias significativas en ninguna de las
fechas de evaluacion (p > 0.05). Por tanto, las variaciones observadas en los valores SPAD
correspondieron a diferencias numéricas y no evidenciaron un efecto estadisticamente

significativo de los factores evaluados sobre el estado fotosintético de las plantulas.

A los 21 dias, los valores de SPAD oscilaron entre 16.93 y 18.75 unidades. El mayor
valor correspondié al tratamiento T1 (Al x B1), con 18.75 unidades, mientras que el menor
se registro en T2 (Al x B2), con 16.93 unidades. Finalmente, a los 42 dias, el mayor valor
se registré en T3 (Al x B3), con 33.75 unidades, mientras que T9 (A2 x B4) presento el
menor, con 31.72 unidades SPAD.

Al considerar la procedencia del suelo, los valores medios fueron similares durante
las evaluaciones. A los 21 dias, Cerecita (A1) presentd 17.94 unidades SPAD y Rio Verde
(A2) 17.91 unidades. A los 28 dias, las medias fueron de 33.74 y 34.29 unidades,
respectivamente, mientras que a los 42 dias se registraron 33.00 y 32.78 unidades,

respectivamente. Estas diferencias no fueron significativas, con valores de p superiores a
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0.05 en todas las fechas, lo que indica que la procedencia del suelo no produjo un efecto
diferencial sobre el estado fotosintético durante el periodo evaluado. De manera similar, los
microorganismos presentaron valores proximos entre si. A los 42 dias, Bacillus subtilis (B3)
presentd el mayor valor medio, con 33.59 unidades SPAD, mientras que Pseudomonas spp.
(B4) registré el menor valor, con 32.34 unidades. Sin embargo, estas diferencias fueron
unicamente numericas, ya que el efecto del factor B no fue significativo (p = 0.8963) en esta

evaluacion.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Vera et al. (2025), quienes
evaluaron la respuesta fotosintética de dos poblaciones hibridas de cacao expuestas a
diferentes concentraciones de CdCl.. Los autores observaron que la exposicion al cadmio
disminuyo el contenido de clorofila determinado mediante SPAD, con una respuesta mas
marcada en los genotipos susceptibles, mientras que los genotipos tolerantes conservaron
valores cercanos a 33 unidades SPAD. Los autores relacionaron esta respuesta con la
interferencia del cadmio en la biosintesis de clorofila y con el incremento del estrés
oxidativo. En la presente investigacion, los valores registrados hacia el final del periodo de
evaluacién se mantuvieron alrededor de 33 unidades SPAD, sin diferencias estadisticas entre
los tratamientos, lo que indica que bajo las condiciones evaluadas no se presentd una

alteracion diferencial del estado fotosintético asociada a los tratamientos.

Asimismo, Vasquez et al. (2026) demostraron que el contenido de clorofila puede
disminuir conforme aumenta la concentracion de cadmio en el suelo. Los autores reportaron
valores de 34.69 unidades SPAD en plantas cultivadas sin cadmio, mientras que el
tratamiento con 1.86 ppm de Cd e inoculado con un consorcio microbiano present6 21.83
unidades SPAD. Esta diferencia evidencia que, cuando la concentracion del metal es
elevada, el estrés generado puede superar la capacidad de proteccion asociada a los
microorganismos. En contraste, los valores obtenidos en la presente investigacion se
mantuvieron proximos a 33 unidades SPAD durante las evaluaciones finales, lo que podria
indicar que las concentraciones de cadmio presentes en los suelos utilizados como sustrato
no generaron una alteracion evidente del estado fotosintético durante el periodo de

evaluacion.

Aunque diversos estudios han sefialado que algunas especies de Bacillus pueden

contribuir a la inmovilizacion del cadmio mediante procesos de bioadsorcién y disminuir
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potencialmente su disponibilidad para las plantas, en la presente investigacion no se
realizaron mediciones del contenido de cadmio en el sustrato ni en los tejidos vegetales
después de la inoculacion. Por esta razon, los resultados obtenidos Unicamente permiten
describir el comportamiento del indice SPAD y no permiten atribuir los valores observados
a procesos de inmovilizacion, reduccion de la disponibilidad o disminucion de la absorcion

del cadmio por accién de los microorganismos.

En conjunto, los resultados muestran que el estado fotosintético de las plantulas
presentd un incremento importante entre los 21 y 28 dias después de la emergencia, pasando
de aproximadamente 18 a 34 unidades SPAD, seguido de una relativa estabilidad durante
las evaluaciones posteriores. Aunque se observaron diferencias numéricas entre
tratamientos, especialmente en las evaluaciones de 28, 35 y 42 dias, estas no fueron
estadisticamente significativas. Por tanto, bajo las condiciones del presente estudio, la
procedencia del suelo y los microorganismos evaluados no generaron una respuesta
diferencial estadisticamente comprobable sobre el estado fotosintético de las plantulas de

Ccacao.

Tabla 18 Estado fotosintético (unidades SPAD) a los 21, 28, 35 y 42 dias después de la
emergencia, cultivadas en sustratos preparados con suelo de las zonas de estudio e
inoculadas con microorganismo benéficos.

Estado fotosintético (unidades SPAD)

EF 21 EF 28 EF 35 EF 42 N
Al 1794a 33.74a 3484a 33.00a
Factor A 1
A2 1791a 3429a 3442a 3278a
B1 17.85a 3498a 33.80a 3284a
B2 1743a 3321a 3479a 33.13a
Factor B B3 4 1828a 33.86a 3533a 3359a
B4 18.26a 3346a 3442a 3234a
B5 17.79a 3455a 3480a 3254a
Tratamientos
T1 (Al x Bl) 18.75a 33.96a 34.05a 3265a
T2 (Al x B2) 16.93a 33.11a 3477a 3340a
T3 (Al x B3) ) 18.65a 3351a 3557a 33.75a 0
T4 (Al x B4) 1799a 33.79a 3479a 3297a
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T5 (Al x B5) 17.37a 3432a 3500a 32.22a

T6 (A2 x B1) 1696a 36.01a 3356a 33.03a
T7 (A2 x B2) 1794a 33.30a 3482a 32.87a
T8 (A2 x B3) 1791a 342la 3508a 3342a
T9 (A2 x B4) 1853a 33.14a 3404a 31.72a
T10 (A2 x B5) 1821a 34.77a 3459a 32.85a

AxB 0

Error experimental 30

Total 39

CV(%) 9.23 9.23 5.90 8.18

Probabilidad (Tratamientos) 0.3955 09386 0.9967 0.9585
Probabilidad (FA) 0.9532 0.5852 0.5225 0.7972
Probabilidad (FB) 0.8286 0.7740 0.6587  0.8963
Probabilidad (A x B) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

*EF= Estado fotosintético 21, 28, 35 y 42 dias. *Al=Suelo Cerecita. *A2=Suelo Rio Verde. *Bl=
Trichoderma spp. *B2=Aspergillus spp, *B3=Bacillus subtilis. *B4=Pseudomonas spp. *B5=Testigo. *Gl=
Grados de libertad. *CV%=Coeficiente de variacion. *Medias estadisticas de Tukey con el 0.05 de
probabilidad de error. *abc=Letras iguales no defieren estadisticamente.

3.5 Desarrollo radicular de plantulas de cacao
3.5.1 Longitud de raiz (cm)

Los resultados del andlisis de varianza para la longitud de la raiz principal no
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, con un valor de p =
0.9370. De igual manera, la procedencia del suelo (FA) y los microorganismos aplicados
(FB) no presentaron diferencias significativas, con valores de p = 0.1962 y p = 0.6469,
respectivamente. Por tanto, las diferencias observadas entre las medias de longitud de raiz
correspondieron Unicamente a variaciones numeéricas y no evidenciaron un efecto

estadisticamente significativo de los factores evaluados sobre el desarrollo radicular.

La longitud de la raiz principal present6 valores entre 14.05 y 17.70 cm entre los
tratamientos evaluados. El menor valor correspondid al tratamiento T6 (A2 x B1), con 14.05
cm, constituido por el suelo de Rio Verde inoculado con Trichoderma spp. En contraste, el
mayor valor se registré en T8 (A2 x B3), con 17.70 cm, correspondiente al suelo de Rio

Verde inoculado con Bacillus subtilis. No obstante, todas las medias presentaron la misma
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agrupacion estadistica, por lo que estas diferencias no pueden considerarse respuestas

diferenciadas de los tratamientos.

Al considerar la procedencia del suelo, las plantulas cultivadas en el suelo de Rio
Verde (A2) presentaron una longitud media de raiz de 16.15 cm, mientras que aquellas
cultivadas en el suelo de Cerecita (A1) alcanzaron 14.78 cm. Aunque el valor obtenido con
A2 fue numéricamente superior, la diferencia no fue estadisticamente significativa (p =
0.1962). Esto indica que, bajo las condiciones del presente estudio, la procedencia del suelo
no produjo un efecto comprobable sobre el crecimiento de la raiz principal. Respecto al
factor microorganismo, Bacillus subtilis (B3) present6 la mayor longitud media de raiz, con
16.47 cm, y Trichoderma spp. (B1) presentd el menor valor medio, con 14.12 cm. Sin
embargo, estas diferencias fueron Unicamente numéricas y no fueron estadisticamente
significativas (p = 0.6469). Por tanto, no se puede atribuir a ninguno de los microorganismos

evaluados un efecto diferencial sobre la elongacion de la raiz principal.

Estos resultados difieren de lo reportado por Falcdo et al. (2014), quienes observaron
que la inoculacién de plantulas de cacao con Bacillus subtilis (cepa ALB629) incremento el
desarrollo del sistema radicular, registrando un aumento de hasta 30 % respecto al
tratamiento control. En la presente investigacion, Bacillus subtilis presentd el mayor valor
medio de longitud de raiz, con 16.47 cm, y el tratamiento T8 alcanzé el mayor valor
individual, con 17.70 cm; sin embargo, este comportamiento no fue estadisticamente
significativo. Esta diferencia puede estar relacionada con la cepa empleada, las condiciones
del sustrato, la metodologia de inoculacion y el periodo de evaluacion.

De manera similar, Arce et al. (2022) evaluaron cepas nativas de Bacillus subtilis en
plantas de cacao y reportaron respuestas variables en los parametros de crecimiento,
sefialando que la eficacia de estos microorganismos depende de la interaccion entre la cepa,
el suelo y el hospedero. Los autores observaron que algunas cepas promovieron un mayor
desarrollo de las plantas, mientras que otras no produjeron diferencias significativas. Esta
variabilidad coincide con los resultados obtenidos en el presente estudio, donde Bacillus
subtilis mostré una tendencia numérica favorable sobre la longitud de raiz, pero sin alcanzar

significancia estadistica.

Asimismo, Fiodor et al. (2023) sefialaron que las bacterias promotoras del

crecimiento vegetal, entre ellas Bacillus subtilis y Pseudomonas spp., no siempre generan
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incrementos en la longitud de las raices, debido a que su eficacia depende de factores como
la cepa bacteriana, la especie vegetal, las propiedades fisicoquimicas del suelo y las
condiciones ambientales. En este sentido, los valores obtenidos en la presente investigacion
muestran que Bacillus subtilis y Pseudomonas spp. presentaron las mayores medias
numeéricas de longitud de raiz; sin embargo, la ausencia de diferencias estadisticas indica que

estas tendencias no fueron suficientes para confirmar un efecto promotor sobre esta variable.

En conjunto, los resultados indican que la longitud de la raiz principal presentd
variaciones numeéricas entre los tratamientos, con valores comprendidos entre 14.05y 17.70
cm. El mayor valor correspondié a T8 (A2 x B3), con 17.70 cm, mientras que el menor se
registro en T6 (A2 x B1), con 14.05 cm. Asimismo, el suelo de Rio Verde presentd una
media numéricamente superior a la de Cerecita, y Bacillus subtilis alcanzo6 la mayor media
entre los microorganismos evaluados. Sin embargo, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Por tanto, bajo las condiciones del presente estudio, no se
evidencido un efecto diferencial comprobable de la procedencia del suelo, los
microorganismos o los tratamientos sobre la longitud de la raiz principal de las plantulas de

cacao.

Tabla 19 Longitud de raiz (cm) de plantulas de cacao inoculadas con microorganismos y
cultivadas en sustratos con suelo de dos zonas de estudio.

Longitud de raiz principal

LR (cm)
Al 14.78 a

Factor A 1
A2 16.15a
B1 14.12 a
B2 15.39a
Factor B B3 4 16.47 a
B4 16.16 a
B5 15.18 a

Tratamientos
T1 (Al xB1) 14.19 a
4 40

T2 (Al x B2) 14.86 a
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T3 (Al x B3) 1524 a

T4 (Al x B4) 15.05 a
T5 (Al x B5) 14.55 a
T6 (A2 x B1) 14.05a
T7 (A2 x B2) 15.93a
T8 (A2 x B3) 17.70 a
T9 (A2 x B4) 17.28 a
T10 (A2 x B5) 15.81a
AxB 0
Error experimental 30
Total 39
CV(%) 21.27
Probabilidad (Tratamientos) 0.9370
Probabilidad (FA) 0.1962
Probabilidad (FB) 0.6469
Probabilidad (A x B) 0.0000

*LR= Longitud de raiz principal. *A1=Suelo Cerecita. *A2=Suelo Rio Verde. *B1= Trichoderma spp.
*B2=Aspergillus spp, *B3=Bacillus subtilis. *B4=Pseudomonas spp. *B5=Testigo. *Gl= Grados de libertad.
*CV%=Coeficiente de variacion. *Medias estadisticas de Tukey con el 0.05 de probabilidad de error.
*abc=Letras iguales no defieren estadisticamente.

3.6 Comportamiento del pH y Conductividad eléctrica del sustrato

Los resultados del andlisis de varianza para el pH y la conductividad eléctrica (CE)
del sustrato se presentan en la Tabla 20. EI pH registro valores comprendidos entre 6.63 y
6.92, mientras que la conductividad eléctrica presento valores entre 195.25 y 341.75 uS/cm.
El andlisis estadistico mostr6 que el pH no presento diferencias significativas para los
tratamientos, el factor A, el factor B ni la interaccion A x B. En cambio, la CE present6
diferencias significativas tanto para los tratamientos como para el factor B (p < 0.05),

mientras que el factor A no mostro diferencias significativas.

Los valores de pH obtenidos en el presente estudio se mantuvieron entre 6.63 y 6.92,
correspondientes a condiciones cercanas a la neutralidad. EI menor valor se registro en el
tratamiento T7 (A2 x B2), con 6.63, mientras que el mayor correspondié a T4 (Al x B4),

con 6.92. No obstante, estas variaciones no fueron estadisticamente significativas, lo que
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indica que la procedencia del suelo y los microorganismos evaluados no modificaron de
manera detectable el pH del sustrato durante el periodo experimental. Arglello et al. (2019)
reportaron valores de pH comprendidos entre 4.1 y 7.9 en suelos cacaoteros de Ecuador,
intervalo dentro del cual se encuentran los valores registrados en la presente investigacion.
La relativa estabilidad del pH puede estar relacionada con las caracteristicas del sustrato y

su capacidad de amortiguar cambios derivados de la actividad microbiana.

Los microorganismos del suelo poseen la capacidad de modificar las propiedades
fisicoquimicas del suelo como consecuencia de su actividad metabdlica y enzimética. De
acuerdo con Naz et al. (2022), la actividad microbiana puede intervenir en procesos
relacionados con la transformacion de compuestos organicos y nutrientes, generando
modificaciones en propiedades como el pH y la materia organica. Sin embargo, en la
presente investigacion, la ausencia de diferencias significativas para el pH en el factor A (p
= 0.2790), factor B (p = 0.9889) y la interaccion A x B indica que dichos procesos no
produjeron cambios estadisticamente detectables durante el periodo evaluado. Por tanto, los
resultados evidencian un comportamiento relativamente estable del pH frente a la aplicacion

de los microorganismos y al origen del suelo empleado como sustrato.

En cuanto a la conductividad eléctrica, los valores registrados oscilaron entre 195.25
y 341.75 uS/cm. El menor valor correspondid al tratamiento T10 (A2 % BS5), con 195.25
uS/cm, mientras que el mayor se registrd en T8 (A2 x B3), con 341.75 uS/cm. El analisis de
varianza mostro diferencias significativas para los tratamientos (p = 0.0268) y para el factor
B (p = 0.0021), mientras que el factor A no present6 diferencias significativas (p = 0.0852).
Esto indica que la variacion observada en la CE estuvo principalmente asociada al tipo de
microorganismo aplicado y no exclusivamente a la procedencia del suelo. De manera
similar, Arguello et al. (2019) reportaron valores de conductividad eléctrica entre 37 y 733
uS/cm, con un promedio de 179 uS/cm, reflejando una amplia variabilidad en suelos

destinados al cultivo de cacao.

Al comparar las medias del factor B, B3 (Bacillus subtilis) presentd el mayor valor
de CE, con 299.81 uS/cm. El tratamiento testigo (B5) present6 el menor promedio, con
217.44 uS/cm. Bacillus subtilis presentd diferencias respecto al testigo, mientras que los
demas microorganismos mostraron respuestas intermedias, compartiendo grupos

estadisticos con uno u otro tratamiento.
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A diferencia del pH, la conductividad eléctrica presentd una respuesta mas variable
frente a los tratamientos microbianos. El factor B presentd diferencias significativas (p =
0.0021), destacandose Bacillus subtilis con el mayor valor promedio de CE (311.56 uS/cm),

mientras que el tratamiento testigo present6 el menor valor (217.44 uS/cm).

Este comportamiento coincide con lo reportado por Hu et al. (2026), quienes
encontraron que la inoculacion con Bacillus subtilis puede generar modificaciones en la
conductividad eléctrica del suelo. Este comportamiento puede estar relacionado con cambios
en la composicion de la solucién del suelo derivados de la actividad microbiana, asi como
con procesos asociados a la formacion de biopeliculas y transformacién de compuestos
presentes en el sustrato. En este sentido, el mayor valor de CE registrado bajo B. subtilis en
la presente investigacion podria estar relacionado con una mayor modificacion de la

concentracion de iones solubles en el sustrato.

Los resultados obtenidos para los tratamientos muestran ademas que la respuesta de
la CE no fue uniforme entre las dos procedencias de suelo. En el suelo de Cerecita (A1), los
valores oscilaron entre 239.63 y 257.88 uS/cm, mientras que en el suelo de Rio Verde (A2)
se observé una mayor amplitud, desde 195.25 hasta 341.75 pS/cm. El mayor valor
correspondi6 a T8 (A2 x B3), asociado a Bacillus subtilis, mientras que el menor se presentd
en T10 (A2 x B5), correspondiente al testigo. Esta diferencia numérica evidencia que el
comportamiento de la CE estuvo condicionado por la combinacion entre la procedencia del

suelo y el microorganismo aplicado.

En conjunto, los resultados indican que el pH presentd un comportamiento estable,
sin diferencias estadisticas atribuibles a la procedencia del suelo, los microorganismos o su
combinacion. Por el contrario, la conductividad eléctrica presentdé una respuesta
diferenciada, con efectos significativos asociados principalmente al tipo de microorganismo
aplicado. Bacillus subtilis present6 el mayor promedio de CE, mientras que el tratamiento
testigo registré el menor valor. Por tanto, bajo las condiciones del presente estudio, los
microorganismos evaluados tuvieron una influencia mas evidente sobre la conductividad

eléctrica que sobre el pH del sustrato, particularmente en el caso de B. subtilis.
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Tabla 20 Comportamiento del pH y la conductividad eléctrica (uS/cm) del sustrato
elaborado con suelos de las zonas de estudio en plantulas de cacao inoculadas con

microorganismos en dos zonas de estudio.

Comportamiento pH Y

G Conductividad eléctrica N
pH CE (uS/cm)
Al 6.85a 252.55 a
Factor A A2 . 6.73a 273.93 a
Bl 6.81a 250.13 ab
B2 6.74 a 279.19a
Factor B B3 4 6.78 a 299.81a
B4 6.83 a 269.63 ab
B5 6.79 a 217.44 b
Tratamientos
T1 (Al xB1) 6.86 a 250.63 abc
T2 (Al x B2) 6.86 a 257.75 abc
T3 (Al x B3) 6.82 a 257.88 abc
T4 (Al x B4) 6.92 a 256.88 abc
T5 (Al x B5) A 6.78 a 239.63 bc 40
T6 (A2 x B1) 6.75a 249.63 bc
T7 (A2 x B2) 6.63 a 300.63 ab
T8 (A2 x B3) 6.74 a 341.75a
T9 (A2 x B4) 6.74 a 282.38 abc
T10 (A2 x B5) 6.80 a 195.25¢
A x B 0
Error experimental 30
Total 39
CV(%) 4.80 14.43
Probabilidad (Tratamientos) 0.9511 0.0268
Probabilidad (FA) 0.2790 0.0852
Probabilidad (FB) 0.9889 0.0021

62



Probabilidad (A x B) 0.0000 0.0000

*pH= Potencial de hidrégeno. *CE= Conductividad eléctrica *A1=Suelo Cerecita. *A2=Suelo Rio Verde.
*B1= Trichoderma spp. *B2=Aspergillus spp, *B3=Bacillus subtilis. *B4=Pseudomonas spp. *B5=Testigo.
*Gl= Grados de libertad. *CV%=Coeficiente de variacion. *Medias estadisticas de Tukey con el 0.05 de
probabilidad de error. *abc=Letras iguales no defieren estadisticamente.

3.7 Sintesis del comportamiento de los microrganismos

En términos generales, la respuesta de las plantulas de cacao vario segun la variable
evaluada y la combinacién entre la procedencia del sustrato y el microorganismo. En la
germinacion, Bacillus subtilis y Pseudomonas spp. presentaron las mayores respuestas,
alcanzando 75 % en los tratamientos T3 y T4. Este comportamiento coincide con Khaeruni
et al. (2020) quienes reportaron que determinadas bacterias endéfitas pueden favorecer la
germinacion y el establecimiento inicial del cacao mediante mecanismos asociados a la
produccion de fitohormonas y la disponibilidad de nutrientes. Sin embargo, esta respuesta
favorable no se mantuvo durante la emergencia, donde no se observaron diferencias

significativas entre tratamientos.

En las variables de crecimiento, B. subtilis presentd valores numéricamente
favorables en algunas evaluaciones, aunque sin diferencias estadisticas en variables como el
indice de vigor y la longitud de raiz. Estos resultados coinciden parcialmente con lo
reportado por Falcdo et al. (2014), quienes observaron efectos positivos de B. subtilis sobre
el desarrollo radicular, el &rea foliar y la altura de plantulas de cacao. No obstante, Fiodor et
al. (2023) sefialan que la respuesta de los microorganismos promotores del crecimiento

depende de la eficiencia de la cepa, la especie vegetal y las condiciones del suelo y ambiente.

Seflalan que la respuesta de los microorganismos promotores del crecimiento
depende de la eficiencia de la cepa, la especie vegetal y las condiciones del suelo y ambiente
(Hu et al., 2026; Naz et al., 2022)

En conjunto, Bacillus subtilis mostrd las respuestas numéricamente méas favorables
en algunas variables, particularmente durante la germinacion y ciertas evaluaciones de
crecimiento; sin embargo, su efecto no fue uniforme ni estadisticamente significativo en
todas las variables. La variabilidad observada coincide con lo sefialado por Asghar et al.
(2024), quienes indican que la eficacia de microorganismos como Trichoderma depende de
la cepa, las caracteristicas del suelo, la disponibilidad de nutrientes y las condiciones

ambientales. Por tanto, los resultados indican que la respuesta de los microorganismos
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estuvo condicionada por la variable evaluada y su interaccién con las caracteristicas del

sustrato, por lo que deben interpretarse bajo las condiciones especificas del presente

experimento.

Tabla 21 Comportamiento general de los microorganismos evaluados en plantulas de

Ccacao.

Microorganismo

Comportamiento observado

Trichoderma spp.

Aspergillus spp.

Bacillus subtilis

Pseudomonas spp.

Testigo

Present6 un comportamiento variable entre las variables
evaluadas, sin mostrar una tendencia consistente de respuesta.
Mostré respuestas variables; presentd valores favorables en
algunas evaluaciones, pero sin diferencias significativas
consistentes en las variables de crecimiento.

Presentd las respuestas numéricamente mas favorables en algunas
variables, destacandose en la germinacion (75 %) y en
determinadas evaluaciones de crecimiento y conductividad
eléctrica; sin embargo, estos efectos no fueron consistentes en
todas las variables.

Mostré una respuesta favorable en la germinacion (75 %),
mientras que en las variables de crecimiento presentd un
comportamiento variable y sin diferencias significativas
consistentes.

Presentd respuestas comparables con varios tratamientos
inoculados, particularmente en emergencia y algunas variables de
crecimiento, evidenciando que no todos los microorganismos

generaron efectos diferenciados bajo las condiciones del estudio.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

1. Las concentraciones de cadmio determinadas en las muestras de suelo provenientes
de Rio Verde y Cerecita fueron inferiores a 0.30 mgKg~! de materia seca,
presentando poca variacion entre profundidades evaluadas. En el grano de cacao, la
muestra procedente de Rio Verde, correspondiente al material Nacional, presento
0.48 mg Kg~* de materia seca, mientras que la muestra de Cerecita, correspondiente
a CCN-51, presentd 1.74 mg Kg~! de materia seca, debido a que cada localidad
estuvo representada por un Unico material genético, estas diferencias deben
interpretarse como un diagndstico descriptivo de las muestras estudiadas.

2. La respuesta germinativa no presentd diferencias significativas entre las
combinaciones de sustrato y microorganismo a los cinco dias (p = p = 0.7176). Los
mayores valores numeéricos correspondieron a T3 (Al x B3, Bacillus subtilis) y T4
(Al x B4, Pseudomonas spp.), ambos con 75% de germinacion, mientras que T9 (A2
x B4) presentd 30%. Sin embargo, a los 15 dias la emergencia no present6 diferencias
significativas entre tratamientos (p = 0.9251), con valores entre 91.67 y 100%. Por
tanto, el efecto de los tratamientos se manifestd principalmente durante la
germinacion inicial y no se mantuvo durante la emergencia.

3. Las variables morfoldgicas evaluadas durante el establecimiento de las plantulas no
presentaron diferencias significativas entre tratamientos. La altura, el didmetro del
tallo y el indice de vigor mostraron variaciones numéricas, pero estas no fueron
suficientes para demostrar un efecto estadisticamente significativo de los
microorganismos. En particular, el indice de vigor presentd valores entre 42.98 y
75.83 cm?3, mientras que las diferencias observadas entre tratamientos fueron
Unicamente numeéricas.

4. La respuesta fisiologica, evaluada mediante el indice SPAD como indicador
indirecto del contenido de clorofila, estuvo condicionada por la interaccion entre la
procedencia del sustrato y el microorganismo aplicado. En contraste, los efectos
principales de la procedencia del suelo y del microorganismo no fueron significativos
de manera independiente. Por tanto, las variaciones observadas en SPAD deben

interpretarse como una respuesta especifica de las combinaciones sustrato—
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microorganismo y no como un efecto general atribuible a un microorganismo
determinado.

5. Lalongitud de la raiz no presento diferencias significativas entre los tratamientos (p
= 0.9051), ni por efecto de la procedencia del sustrato ni del microorganismo
aplicado. ElI mayor promedio numérico correspondié a T8 (A2 x B3), con 17.70 cm,
mientras que el menor se registro en T6 (A2 x B1), con 14.05 cm. Estas diferencias
fueron dnicamente numeéricas, por lo que, bajo las condiciones y periodo de
evaluacion establecidos, no se evidencid un efecto estadisticamente significativo de

los microorganismos sobre la longitud radicular.

Recomendaciones

1. Validar el uso de Bacillus subtilis y Pseudomonas spp. durante la produccién de
plantulas de cacao en vivero, debido a su efecto favorable sobre la germinacion y el
crecimiento inicial.

2. Desarrollar investigaciones de mayor duracion que permitan evaluar el
comportamiento de las plantulas inoculadas después del trasplante al campo, asi
como su efecto sobre la productividad y acumulacion de cadmio en 6rganos
reproductivos.

3. Incorporar en futuras investigaciones la determinacion del contenido de cadmio en
raices, tallos y hojas, con el propésito de comprender los mecanismos de absorcion,
inmovilizacion y translocacion del metal dentro de la planta.

4. Evaluar diferentes dosis y combinaciones de microorganismos benéficos, asi como
su interaccion con enmiendas organicas o minerales, para incrementar la eficiencia

de la biorremediacion de suelos con presencia de cadmio.
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ESTACION EXPERIMENTAL TROPICAL “PICHILINGUE"
LABORATORIO DE SUELOS, TEJIDOS VEGETALES Y AGUAS
Km § Carretera Quevedo — El Empalme: Apartado 24
Quevedo - Ecundor Teléfonos: 783044 783128 Ext. 201

Nombre del Propietario LIMONES MUNOZ JOHN ROLANDO Tebef : 0963688158 | Reporte N°
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Localizacion 3 Cerecita Santa Elerm Santa Elena Fecha de ingreso

- Parroqui Canton Provincia Foche salida resultados:

14365

25/04/2026

MA52026

14/0572026

RESULTADO DE ANALISIS DE CADMIO EN SUELO Y COTILEDON DE CACAO

Nimero de Identificacion Cd
Laboratorio de las M mg kg

1832 M1 Santa Elena 0-25 cm 0.28
1833 M2 Santa Elena 50 cm 0.27
1834 M1 Cerecita 0-25 em 0.21
1835 M2 Cerecita 50 cm 0.24
1836 M1 Santa Elena (Cacao Nacional) 0.48
1837 M2 Santa Elena (Cacao CCN-51) 1.74

Tnstr de andlisis: HDXRE (iap e s W a de rayos X de alta definicion)

Limite de deteccion (LD): 0.05mg kg Cd
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Anexo A 9 Resultados del analisis de cadmio en suelo y grano de cacao
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Anexo C Andlisis de varianza de las variables

G5

Variable N R® R® BAj CV
2G5 40 0,34 0,14 47,85

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicidn ds 1a 5C

especifiquse los contrastes apropiados.. !

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. 5C gl CH F p-valor

Modelo 9884,23 S5 1105,36 1,71 0©0,1302
Fa g0%94,03 1 B80%4,03 12,48 00,0014
FB 545, 10 4 137,28 0,21 0,529%5
Tratamiento 1341,10 4 335,28 0,52 0,7239
FL*FB 0,00 O 0,00 sd sd
FA*Tratamiento 0,00 0 0,00 s ad
FB*Tratamiento 0,00 0 0,00 =d ad
FA*FE*Tratamiento 0,00 0 0,00 sd sd
Error 15460,75 30 ©45,69

Total 25444 493 39

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=16,44875

sE15

Variable N R® R® Aj CV
$E1S 40 0,15 0,00 11,44

Datos desbalanceados sn celdas.
Para otra descomposicion de la 5C
especifiqus los contrastes apropiados.. !!

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. S gl CHM F p-valor
Modelo 623,21 9 £9,25 0,57 0,80891
Fn 54,43 1 54,43 0,45 00,5077
FB 42,14 4 115,54 0,85 0,4468
Tratamiento 106,64 4 26,66 0,22 0,9251
FL*FB 0,00 0 0,00 =d =d
FA*Tratamiento o,00 0 0,00 sd sd
FE*Tratamiento 0,00 0 0,00 ad =d
FA*FE*Tratamiento o,00 0 0,00 sd sd
Error 332,687 30 121,09
Total 4255,88 39

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=7,10666
Anexo C 1 Analisis de varianza porcentaje de germinacion y emergencia



APT

Variable N R® Rf Aj CV
AP7 40 0,13 0,00 20,17

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicion de la

SC
sgspecifique los contrastes apropiados..

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 46,32 9 5,15 0,52 10,8482
Fo 0,33 1 0,33 0,03 00,8560
FB 15,70 4 3,92 0,40 00,8094
Tratamiento 30,29 4 7,57 0,77 0,556l
FA*FG 0,00 © 0,00 sd sd
Fa*Tratamiento 0,00 0 0,00 ad ad
FE*Tratamiento 0,00 0 0,00 ad ad
FA*FBE*Tratamiento 0,00 0 0,00 ad ad
Error 298,81 30 5,8
Total 343,13 39
AP14
Variable N E®= R® A3 LCW
AP14 40 0,16 0,00 19,89
Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicidn de la 5C
especifique los contrastes apropiades.. !!
Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. = gl CH F p-valor
Modelo 76,07 9 8,45 0,863 0,7651
Fo 5,08 1 5,08 0,38 10,5439
FE 10,71 4 2,68 0,20 0,8372
Tratamiento 60,28 4 15,07 1,12 0O,36&8
FA*FE 0,00 0O 0,00 sd sd
FA*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
FE*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
FA*FE*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
Error 404,64 30 13,49

Total 480,71 39




AP21

Variable N R® Rf Aj CV
P21 40 0,19 0,00 19,53

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicion de la 5C
sgspecifique los contrastes apropiados.. !!

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. = gl CH F p—-valor
Modelo 97,12 9 10,7% 0,78 0,6320
Fo 10,04 1 10,04 0,73 10,3996
FBE 18,33 4 4,83 0,35 00,8410
Tratamiento 67,76 4 1l&,94 1,23 0,3184
FA*FE Q0,00 O 0,00 sd sd
FAa*Tratamiento 0,00 0O 0,00 =d =d
FE*Tratamiento 0,00 0O 0,00 =d =d
FA*FBE*Tratamiento 0,00 0O 0,00 =d =d
Error 412,56 30 13,75
Total 509,69 39

APZE

Variable N R® R® Bj CV
LEZ28 40 0,15 0,00 20,00

Datos desbalanceados =n celdas.
Para otrs descomposicién de la 5C
sgpecifiguse los contrastes apropiados.. !!

Cnadro de Analisi= de la Varianza (5C tipo I)

F.V. sSC gl CM F p-valor
Modelo 100,70 S 11,1% 0,77 00,6450
F4 7,74 1 7,74 0,53 0,4712
FB 23,17 4 5,79 0,40 0,8082
Tratamiento 69,78 4 17,44 1,20 00,3314
FL*FB 0,00 O 0,00 =d =d
FA*Tratamiento 0,00 0O 0,00 =d =d
FB*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
FA*FE*Tratamiento 0,00 0O 0,00 =d =d
Error 436,29 30 14,54
Total 536,99 39

Anexo C 2 Analisis de varianza altura de planta



DT7

Variable N R® R®f Aj CV
DT7 40 0,11 0,00 16,88

Datos desbalanceados =n celdas.
Para otra descomposicion de la 5C
especifigus los contrastes apropliados.. !!

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CHM F p—-valor

Modelo 0,79 9 Q0,08 0,41 00,9170
F& 0,01 1 0,01 0,06 ©0,5141
FB 0,17 4 0,04 0,20 0,9362
Tratamiento 0,61 4 0,15 0,72 0,5858
FA*FEB 0,00 © 0,00 sd sd
FA*Tratamiento Q0,00 0 0,00 =d =d
FE*Tratamiento Q0,00 0 0,00 =d =d
FA*FB*Tratamiento 0,00 O 0,00 =d =d
Error 6,35 30 0,21

Total 7,14 39

DT14

Variable N R® R®f Aj CV
DT14 40 0,11 0,00 5,31

Datos desbalanceados =n celdas.
Para otra descomposicion de la 5C
especifigus los contrastes apropliados.. !!

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)
F.V. SC gl CHM F p—-valor

Modelo 0,10 9 0,01 0,40 00,9247
F& 0,03 1 0,03 1,00 10,3257
FB 0,05 4 0,01 0,47 0,7583
Tratamiento 0,02 4 0,01 0,18 00,9450
FA*FEB 0,00 © 0,00 sd sd
FA*Tratamiento Q0,00 0 0,00 =d =d
FE*Tratamiento Q0,00 0 0,00 =d =d
FA*FB*Tratamiento 0,00 O 0,00 =d =d
Error 0,83 30 0,03

Total 0,83 39




DT21

Variable N R® R® Aj CV
DT21 40 0,26 0,04 6,11

Datos desbalanceados =n celdas.
Para otra descomposiciéon de la 5C
egpecifiquse los contrastes apropiados.. !

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CHM F p-valor
Modelo 0,41 9 0,05 1,17 ©0,3504
Fi 0,08 10,08 1,9 00,1714
FEBE 0,06 4 0,02 0,41 00,8014
Tratamiento 0,27 4 0,07 1,73 00,1701
FAL*FE 0,00 0 0,00 sd sd
FA*Tratamiento 0,00 0O 0,00 sd sd
FE*Tratamiento 0,00 0 0,00 ad ad
FA*FB*Tratamiento 0,00 O 0,00 ad ad
Error 1,18 30 0,04
Total 1,60 39

DT28

Variable N R® R® Aj CV
DT28 40 0,16 0,00 6,26

Datos desbalanceados =n celdas.
Para otra descomposicion de la 5C
egpecifiqus los contrastes apropiados.. !

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CHM F p-valor
Modelo 0,27 9 0,03 0,65 0,7497
F& 0,00 1 0,00 0,00 >0,99989
FB 0,12 4 0,03 0,63 0,6415
Tratamiento 0,15 4 0,04 0,8 00,5245
FA*FEB 0,00 0 0,00 sd sd
FA*Tratamiento 0,00 0O 0,00 =d =d
FE*Tratamiento 0,00 0O 0,00 =d =d
FA*FB*Tratamiento 0,00 O 0,00 =d =d
Error 1,39 30 0,05
Total 1,65 39

Anexo C 3 Andlisis de varianza didmetro de tallo



Diametro (cm)

Variakble H E= R® Lj LWV
Diametro (cm) 40 0,21 0,00 §,11
Datos desbalanceados en celdas.

Para otra descomposicion de la 5C

egpecifigqus los contrastss apropiados..

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. S gl CH F p-valor

Modelo 0,01 9 7,5E-04 0,90 00,5374

F& 1,4E-03 1 1,4E-03 1,74 00,1973

FB 4,0E-03 4 1,0E-03 1,20 10,3301

Tratamiento 1,3E-03 4 3,2E-04 0,39 00,8156

FA*FEB 0,00 0 0,00 sd sd

FA*Tratamiento 0,00 0 0,00 ad ad

FE*Tratamiento 0,00 0 0,00 ad ad

FA*FE*Tratamiento 0,00 0 0,00 ad ad

Error 0,02 30 8,3E-04

Total 0,03 39

AF (cm)

Variable N E= ER® Aj CW

AP (cm) 40 0,12 0,00 10,68

Datos desbalanceados =n celdas.

Para otra descomposicion de la 5C

especifique los contrastes apropiados..

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)
F.V. 5C gl CM F p—-valor
Modelo 15,58 5 2,1% 0,44 10,8581
FL 2,13 1 0,13 0,03 00,8733
FB lg,01 4 4,00 0,82 0,523%9
Tratamiento 3,46 4 0,86 0,18 0O,9486
FL*FB 0,00 0 0,00 =d =d
FA*Tratamiento 0,00 O 0,00 =d =d
FE*Tratamiento 0,00 QO 0,00 =d =d
FA*FBE*Tratamiento 0,00 QO 0,00 =d =d
Error 14&,78 30 4,8
Total leg, 37 39




CcC (em)

Variable N R® R® Aj CV
CC (cm) 40 0,25 0,03 13,76

Datos desbalanceados =n celdas.
Para otra descomposicicén de la 5C
egpecifiqus los contrastes apropiados.. !

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 80,42 9 8,94 1,14 00,3671
F& 32,49 1 32,49 4,14 10,0507
FB 24,33 4 6,08 0,78 0,54%¢6
Tratamiento 23,60 4 5,90 0,75 00,5643
FA*FEB 0,00 © 0,00 sd sd
FA*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
FE*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
FA*FE*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
Error 235,24 30 7,84
Total 315,66 39
IV (m3)

Variable N R® R® RAj CV
IV (m3) 40 0,25 0,03 39,20

Datos desbalanceados sn celdas.
Para otra descomposicicon de la 5C
egpecifiqus los contrastes apropiados.. !!

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo 4787,83 9 531,58 1,11 O,3838
Fon 1309,77 1 1309,77 2,74 0,1083
FB 1305,1% 4 451,30 0,54 0,4520
Tratamiento 172,87 4 418,22 0,88 0,45%04
FL*FE 0,00 O 0,00 =d =sd
FA*Tratamiento 0,00 0 0,00 ad ad
FE*Tratamiento 0,00 0 0,00 =d =d
FA*FBE*Tratamiento 0,00 0 0,00 =d =d
Error 14337,54 30 477,82
Total 15125,37 39

Anexo C 4 Anadlisis de varianza de indice de vigor



EF 21

Variable N R® R® BAj CV
EF 21 40 0,16 0,00 9,23

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicidén de la 5C
especifigue los contrastes apropiados.. !!

Cuoadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 15,62 9 1,74 0,83 00,7553
FR o,01 1 0,01 3,5E-03 0,59532
FB 4,04 4 1,01 0,37 0,8286
Tratamiento 11,56 4 2,8 1,08 ©O,3955
FA*FB 0,00 © 0,00 sd sd
FA*Tratamiento 0,00 O 0,00 =d =d
FEB*Tratamiento 0,00 O 0,00 =d =d
FA*FB*Tratamiento 0,00 O 0,00 =d =d
Error 82,16 30 2,74
Total 87,77 39
EF 28

Variable N R® R® Aj CV
EF 28 40 0,09 0,00 9,23

Datos desbalanceados =n celdas.
Para otra descomposicion de la 5C
egpecifiquse los contrastes apropiados.. !

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo 28,35 9 3,15 0,32 0,9621
F& 3,00 1 3,00 0,30 00,5852
FB 17,62 4 4,40 0,45 00,7740
Tratamiento 7,73 4 1,93 0,20 0,9386
FA*FEB 0,00 © 0,00 sd sd
FA*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
FE*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
FA*FE*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
Error 285,93 30 9,8

Total 324,28 39




EF 35

Variable N R® RZ Lj CV
EF 35 40 0,08 0,00 5,90

Datos desbalanceados =n celdas.
Para otra descomposicion de la 5C
especifiquse los contrastes apropiados.. !!

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CHM F p—valor
HModelo 12,61 < 1,40 0,34 00,9557
Fo 1,75 1 1,75 0,42 00,5225
FB 10,18 4 2,55 0,61 0O,6587
Tratamiento 0,68 4 0,17 0,04 0,9967
FL*FB 0,00 O 0,00 =d =d
Fa*Tratamiento 0,00 © Q.00 =d =d
FE*Tratamiento 0,00 © Q.00 =d =d
FA*FE*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
Error 125,21 30 4,17
Total 137,82 39

EF 42

Variable N R® R® Bj CV
EF 42 40 0,06 0,00 8,18

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicicn de la 5C
egpecifiquse los contrastes apropiados.. !!

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo 12,76 © 1,42 0,20 00,9928
FR 0,45 1 0,4% 0,07 00,7972
FB 7,75 4 1,94 0,27 0,8963
Tratamiento 4,53 4 1,13 0,16 0,9585
FA*FB 0,00 © 0,00 sd sd
FA*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd =d
FB*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd =d
FoA*FB*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd =d
Error 216,59 30 7,23
Total 229,76 3%

Anexo C 5 Andlisis de varianza de estado fotosintético



BAnalisis de la varianza

Variable N E*= ER® Aj CW
LE (cm) 40 0,14 0,00 21,27

Datos desbalanceados =n celdas.
Para otra descomposicidn des 1a 5C
especifiqus los contrastes apropiados.. !!

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. 5C gl CHM F p-valor
Modelo 54,65 9% &,07 0,56 00,8174
FR 18,81 1 18,91 1,75 00,1962
FB 27,14 4 &,72 0,63 00,6469
Tratamiento 85,61 4 2,15 0,20 0O,9370
FR*FE 0,00 0O 0,00 =d =d
Fa*Tratamiento o,00 O 0,00 =d =d
FB*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
FA*FE*Tratamiento 0,00 0 0,00 sd sd
Error 324,58 30 10,82
Total 375,23 30

-

Anexo C 6 Analisis de varianza longitud radicular



pH

Variable N R® Rt Aj CV
pH 40 0,07 0,00 4,80

Datos desbalanceados sn celdas.
Para otra descomposicidn d= la 5C
segpecifigqus los contrastes apropiadeos.. !!

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo 0,23 % 0,03 0,25 0,5341
Fn 0,13 1 0,13 1,22 00,2790
FB 0,0 4 0,01 0,08 0O,5988%5
Tratamiento 0,07 4 0,02 0,17 0,8511
FL*FB 0,00 O O,00 =d =d
FA*Tratamiento 0,00 0O 0Q,00 =d =d
FE*Tratamiento 0,00 0O 0Q,00 =d =d
FA*FE*Tratamiento 0,00 O 0,00 ad ad
Error 3,18 30 0,11
Total 3,41 39

Analisis de la varianza

Variable M RT R® Aj CV
Conductividad 40 0,56 0,42 14,43

Datos desbalanceados =n celdas.
Para otra descomposicicon d= la 5C
especifique los contrastes apropiados.. !!

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo I)

F.V. SC gl CH F p—valor
Modelo 54207,43 9 023,05 4,18 0,0014
Fa 4568,91 1 45&8,91 3,17 00,0852
FB 31220,09% 4 7T7805,02 5,41 0,0021
Tratamiento 13418,44 4 404,61 3,15 0,0268
FA*FEB 0,00 0 0,00 =d =d
FA*Tratamiento 0,00 O 0,00 sd sd
FE*Tratamiento 0,00 0 0,00 =d =d
FL*FE*Tratamiento 0,00 0 0,00 =d =d
Error 43264,56 30 1442,15
Total 97471,599 39

Anexo C 7 Anadlisis de varianza de pH y conductividad eléctrica



Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
EGS 40 53,23 27,48 0,85 <0,0001
:(EL1S 40 9g,17 10,45 0,39 <0,0001

Anexo C 8 Analisis de Shapiro - Wilks variables germinativas

Shapiro-Wilks (modificado)

Variakle I Media D.E W* p(Unilateral D)
Altura (cm) 1 120 17,2 3,13 0,094 <0,0001
Altura (cm) 2 120 20,85 2,38 0,97 00,2229
Altura (cm) 3 120 21,52 2,29 0,98 00,3217
Altura (cm) 4 120 21,71 2,41 0,99 0,58651

Anexo C 9 Anadlisis de Shapiro - Wilks altura de planta

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Diametro (mm) 120 2,72 0,50 0,93 <0,0001
Diametro (mm)l 120 3,17 0,25 0,56 0,0242
Diametro (mm)2 120 3,20 0,33 0,96 0,0053
Diametro (mm)3 120 3,41 0,27 0,57 00,0585

Anexo C 10 Anélisis de Shapiro - Wilks diametro de tallo

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* pl(Unilateral D)
Diametro (cm) B0 0,31 0,04 0,97 0,2702
AP (cm) 80 20,63 3,42 0,83 <0,0001
CC (cm) 80 20,27 4,63 0,95 0,0242
IV (m3) 80 58,87 31,50 0,95 0,0420

Anexo C 11 Analisis Shapiro-Wilks indice de vigor



Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
4/6,/2026 160 17,52 2,26 0,95 <0,0001
13/6/2026 160 34,01 4,65 0,57 0,0088
20/6/2026 160 34,62 3,1% 0,57 00,0225
2762026 160 32,8% 3,83 0,58 00,4410

Anexo C 12 Analisis Shapiro-Wilks Estado fotosintético

Shapiro-Wilks (modificado)

Variakle

n Media D.E. W=

pi{Unilateral D)

LR {cm)

80 15,47 4,04 0,96

0,1270

Anexo C 13 Analisis Shapiro-Wilks longitud raiz principal



FICHA TECNICA

TRICHODERMA SPP.

Trichoderma spp. es un género de hongos benéficos
ampliamente utilizados en la agricultura como biofungicida y
promotor del crecimiento vegetal. Se encuentra naturalmente
en el suelo y actta como un antagonista de hongos
fitopatogenos, protegiendo a los cultivos contra
enfermedades causadas por Fusarium spp., Rhizoctonia
spp., Pythium spp., Phytophthora spp., entre otros. Ademas,
Trichoderma desempefia un papel fundamental en la
solubilizacion de nutrientes, la estimulacion del desarrollo
radicular y la mejora de la estructura del suelo.

El mecanismo de accién de Trichoderma se basa en varios
procesos bioldgicos. Primero, compite por espacio y
nutrientes, desplazando a los patégenos del suelo. También
produce enzimas hidroliticas y metabolitos antifingicos, los
cuales degradan la pared celular de los hongos patogenos,
inhibiendo su crecimiento y propagacion. Ademas,
Trichoderma puede inducir resistencia sistémica en las
plantas, activando sus defensas naturales contra
enfermedades y estrés ambiental. Su aplicacién regular no
solo protege los cultivos, sino que también mejora la
biodisponibilidad de fosforo y otros minerales esenciales,
promoviendo un crecimiento vegetal mas vigoroso y
sostenible.

PRESENTACION LiQUIDO

1. Informacién General
Nombre Comercial: Trichoderma
Nombre Cientifico: Trichoderma spp.
Tipo de Producto: Ematrich
2.D ipcién del Producto
Trichoderma es un hongo benéfico ampliamente utilizado en la agricultura
sostenible por su capacidad de controlar hongos fitopatogenos, mejorar el
desarrollo de las plantas y promover un ecosistema radicular saludable. Se
recomienda para el manejo integrado de enfermedades y como bioestimulante
natural.
3. Propiedades Fisicoquimicas
»  Estado: Liquido
+  Color: Verde
+ pH:3-4
+  Olor: Caracteristico (sui géneris)
+  Densidad: Aproximadamente 1.02 g/cm®
»  Solubilidad: Miscible en agua
4. Control de Calidad Biolégico
»  Concentracion: 2 1x10® UFC/mL
«  Pureza:2 95%
+  \Viabilidad: 2 95%
+  Contaminacién Microbiana: Ausente
5.Mecanismos de Accién
Trichoderma ejerce su efecto biocontrolador y bioestimulante mediante mdiltiples
mecanismos:
* Competencia por espacio y nutrientes: Coloniza rapidamente la rizosfera,
desplazando a patogenos.
*  Micoparasitismo y antibiosis: Libera enzimas y metabolitos antifiingicos
que degradan la pared celular de los hongos patégenos.
* Induccién de resistencia en plantas: Activa los sistemas de defensa
natural de los cultivos.
*  Solubilizacion de nutrientes: Facilita la absorcion de fésforo y otros
elementos esenciales.
* Mejora del ambiente radicular: Estimula el crecimiento radicular y
aumenta la capacidad de absorcion de agua y nutrientes.
6. Objetivos Biolégicos

Control eficaz de diversos hongos fitopatégenos, tales como:
*  Fusarium spp.
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*  Rhizoctonia spp.
*  Sclerotinia spp.
«  Pythium spp.
*  Botrytis spp.
*  Phytophthora spp.
7.Dosis y Aplicacién
*  Aplicacion Foliar o al Suelo: 1 L en 100-200 L de agua.
* Tratamiento de Semillas: 1 L para 15-20 kg de semillas.
*  Inmersion de Plantulas: 250 mlen 2.5 L de agua antes del trasplante.
*  Frecuencia Recomendada: Cada 8-15 dias segun condiciones del cultivo
y nivel de incidencia del patégeno.
8.Formas de Aplicacién
+  Pulverizacion foliar
*  Aplicacion al suelo mediante riego o drench
* Inoculacién en compost o sustratos
*  Tratamiento de semillas

9. Compatibilidad
*  Compatibilidad: Apto para el uso conjunto con biofertilizantes y abonos
organicos.

*  Incompatibilidad: No se recomienda mezclar con fungicidas quimicos o
productos con pH extremo.
*  pH optimo:
o Parahongos: 5-7
o Para bacterias: 6-7
10. Aimacenamiento y Estabilidad
«  Condiciones de almacenamiento: Mantener en refrigeracion entre 4-10°C.
* Vida util: 90 dias en refrigeracion, 30 dias a temperatura ambiente en
lugar fresco y seco.
«  Evitar: Exposicion directa a la luz solar y temperaturas superiores a 25°C.
11.Seguridad y Consideraciones Toxicolégicas
*  Categoria Toxicoldgica: IV (Franja Verde) — Producto de bajo riesgo para
el usuario y el medio ambiente.
*  Precauciones: Uso de guantes y gafas de proteccion en su manipulacion.
*  Tiempo de reingreso: No requiere periodo de carencia.

lustracion 1 Detalle de ficha técnica de Trichoderma spp.



FICHA TECNICA

BACILLUS SUBTILIS

Bacillus subtilis es una bacteria benéfica ampliamente
utilizada en la agricultura como biofungicida, biofertilizante y
bioestimulante. Su capacidad para controlar enfermedades
fangicas y bacterianas, promover el crecimiento vegetal y
mejorar la disponibilidad de nutrientes la convierte en una
herramienta clave en el manejo integrado de cultivos. Se
encuentra de manera natural en el suelo y en la rizésfera,
donde actia protegiendo las raices de los cultivos y
favoreciendo su desarrollo.

El mecanismo de accién de Bacillus subtilis se basa en:
Produccion de metabolitos antifingicos y antibacterianos,
inhibiendo patégenos del suelo como Fusarium spp.,
Pythium spp., Rhizoctonia spp. y Phytophthora spp.

&) Competencia por espacio y nutrientes, desplazando
microorganismos fitopatégenos e impidiendo su proliferacion.
Inducciéon de resistencia sistémica en las plantas,
activando sus defensas naturales contra enfermedades.

6 Solubilizacion de fésforo y produccion de fitohormonas,
mejorando la absorcién de nutrientes y estimulando el
crecimiento radicular.

PRESENTACIGN LiQUIDO
1. Informacién General
Nombre Comercial: Bacillus subtilis (Liquido)
Nombre Cientifico: Bacillus subtilis
Tipo de P : Biofungicida y bioestimul micr
2.D ipcién del Prod

L

Bacillus subtilis es una b utilizada en la agricultura
para el control biolégico de hongos patégenos, imulacion del imi
vegetal y mejora de la salud del suelo. Su formulacion liquida permite una facil
aplicacion en cultivos, suelos y sistemas de riego.
3. Propiedades Fisicoquimicas

*  Estado: Liquido

*  Color: Amarillo claro a marrén

¢ pH:6-7

*  Olor: Caracteristico fermentado

*  Densidad: Aproximadamente 1.02 g/cm*

*  Solubilidad: Miscible en agua
4. Control de Calidad Biolégico

*  Concentracion: 2 1x10* UFC/mL

* Pureza: 295%

*  Viabilidad: 2 95%

: i Microbiana: A
5. Mecanismos de Accién

Bacillus subtilis beneficia los cultivos medi:
*  Produccion de p antifingicos (lipopéptidos, antibiéticos
naturales).
*  Competencia con hongos patog por oy
*  Induccion de resi i en las plantas contra enfermedades.
*  Solubilizacion de fésforo y otros nutrientes esenciales.
+  Estimulacion del crecimi dicular y vigor de la planta.
6. Beneficios

«  Control biolégico contra hongos fitopatégenos.

*  Mejora la absorcion de nutrientes esenciales.

Estimula el d y foliar.

+ Incrementa la resistencia de las plantas a enfermedades.

El uso de Bacillus subtilis en la agricultura contribuye a
fortalecer el sistema inmunolégico de las plantas, mejorar la
salud del suelo y reducir la necesidad de fungicidas
quimicos. Su aplicacion en riego, suelo y foliar permite un
control efectivo de enfermedades y un mejor desarrollo de
los cultivos. Ademas, su capacidad para persistir en la
rizosfera y colonizar las raices lo convierte en un bioinsumo
fundamental para una agricultura mas sostenible y ecolégica.
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7. Dosis y Aplicacién
*  Aplicacion foliar: 1-2 L en 100-200 L de agua/ha.
*  Aplicacion al suelo: 2-3 L en 200 L de agua/ha.

* F ncia R dada: Apli cada 10-15 dias segun presion
de enfermedades.
8. Compatibilidad
*  Compatible: Con biofertilizantes y microorganismos benéficos.
o | ible: Con fungicid imicos y prod con pH

*  pH optimo: 6 - 7 para maxima efectividad.
9. Aimacenamiento y Estabilidad
*  Condici de al i Reffri 6n entre 4-10°C.
* Vida dtil: 90 dias en refrig ion, 30 dias a P i en
lugar fresco y seco.
10. Seguridad y C id i Toxicolégicas
* Categoria Toxicologica: IV (Franja Verde) - Producto seguro para
h y el medio
*  Precauciones: Uso de guantes y gafas de proteccion en la manipulacion.
*  Tiempo de reingreso: No requiere periodo de carencia.

49

llustracién 2 Detalle de ficha técnica de Bacillus subtilis.



FICHA TECNICA

PSEUDOMONA SPP.

To get started, just tap or click this placeholder text and begin typing. You can
view and edit this book on your Mac, iPad, or iPhone.

It's easy to edit text, customize fonts, personalize text styles, and add beautiful
graphics.

To add photos, image galleries, audio clips, videos, charts, or any of more than
700 customizable shapes, tap or click one of the insert buttons in the toolbar or
drag and drop the objects onto the page. You can layer objects, resize them, and
place them anywhere on the page. To change how an object moves with text,
select the object and then tap or click the Arrange tab in the Format controls.

You can use Pages for both word processing and page layout. This book template
is set up for page layout so you can manually rearrange pages and freely position
text boxes, images, and other objects on the page. When exported to EPUB, the
layout of each page in your book will be maintained. This is best for image-heavy
or multi-column books.

In word processing documents, your text flows from one page to the next as you
type, with new pages created automatically when you reach the end of a page.
When exported to EPUB, content can reflow to accommodate different devices
and orientations. This is best for books containing primarily text. To create a word
processing document, choose a portrait book template in the template chooser.

PRESENTACION GEL

1. Informacién General
Comercial: P spp. (Liquido)

Nombre Cientifico: Pseudomonas spp.
Tipo de Producto: Biofungicida y bioestimul microbiolégi
2. Descripcion del Producto
Pseudomonas spp. es un del suelo i e
utilizado en la agricultura por su idad de f dades fungi
y bacterianas, solubilizar fésforo, inducir resistencia en las plantas y estimular el
crecimiento vegetal. Su formulacion liquida facilita su aplicacion en cultivos,
suelos y sistemas de riego.
3. Propiedades Fisicoquimicas

*  Estado: Liquido

*  Color: Amarillo claro a marrén

*« pH:6-7

*  Olor: Caracteristico fermentado

* Densidad: Aproximadamente 1.02 g/cm?®

*  Solubilidad: Miscible en agua
4. Control de Calidad Biolégico

*  Concentracion: 2 1x10° UFC/mL

*  Pureza: 295%

*  Viabilidad: 2 95%

henafi

& inacién Microbiana: A
5. Mecanismos de Accién
Pseud spp. f: la i vegetal medi:
s Producciéon de boli antifingi y ib ianos, d
enfermedades.

*  Solubilizacion de fésforo y otros minerales esenciales, mejorando la
nutricién de las plantas.

*  Produccion de sideréforos, que hierro y limitan su
disponibilidad para patég del suelo.

*  Induccion de i en las plantas, fortaleciendo sus
defensas naturales.

+ Comp ia con patog: por io y nutrientes en la rizésfera.

6. Espectro de Accién (Patégenos Controlados)

Pseudomonas spp. es eficaz contra diversas enfermedades del suelo y foliares,
incluyendo:

Fusarium spp.
Pythium spp.
Rhizoctonia spp.
Phytophthora spp.
Xanthomonas spp.
Erwinia spp.

Botrytis spp.

7. Beneficios

Previene y y foliares.

Mejora la disponibilidad de fésforo y micronutrientes en el suelo.
Aumenta la resistencia de las plantas al estrés abiético y bidtico.
Promueve el crecimiento vegetal y el desarrollo radicular.

8. Dosis y Aplicacién

Aplicacién foliar: 1-2 L en 100-200 L de agua/ha.
Aplicacion al suelo: 2-3 L en 200 L de agua/ha mediante riego o drench.
Fre ia R Aplicacis cada 10-15 dias segun la

ia de enf dades o requ del cultivo.
9. Compatibilidad
*  Compatible: Con biofertilizantes y microorganismos benéficos.
o ible: Con fi quimicos y pl con pH
*  pH optimo: 6 - 7 para maxima efectividad.
10. Aimacenamiento y Estabilidad
*  Condici de all i Reffri entre 4-10°C.
* Vida dtil: 90 dias en 30 dias a p i en
lugar fresco y seco.

11. Seguridad y Consideraciones Toxicolégicas

Categoria Toxicoldgica: IV (Franja Verde) - Producto seguro para
h y el medio ambi

Precauciones: Uso de guantes y gafas de proteccion en la manipulacion.
Tiempo de reing: No requiere periodo de i
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llustracion 3 Detalle de ficha técnica de Pseudomonas spp.
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