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RESUMEN

El presente estudio tuvo como propdsito evaluar la captacion de carbono mediante
cepas fungicas y bacterianas en plantaciones de cacao nacional Theobroma cacao
L de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lépez.
En el estudio, se aplicaron cuatro tratamientos con la implementacion de
Trichoderma longibrachiatum (EM-72) para T1, Trichoderma reesei (EM-49) para
T2, Bacillus subtilis (EM-54) para T3 y Bacillus licheniformis (EM-44) para T4, para
identificar diferencias significativas entre los tratamientos, con respecto a las
variables en estudio, se aplicé el disefio completamente al azar (DCA), con los
respectivos analisis de varianza y comparacion de medias con el test Tukey al 5%.
Los resultados muestran una variabilidad en los parametros quimicos del suelo en
respuesta a los tratamientos aplicados, evidenciando incrementos significativos en
los niveles de amonio, fosforo y potasio que se relacionan con la neutralidad del
pH, ademas se presentd un incremento poco representativo de la materia organica
(8%) en relacion a los parametros iniciales (7%), en cuanto a la captura de carbono,
los tratamientos con Trichoderma longibrachiatum y reesei mostraron resultados
mas significativos (p<0,0001**) en comparacion con los Bacillus subtilis y
licheniformis, siendo Trichoderma longibrachiatum el que presento mejores
parametros de captacion a través del tiempo con una media de captacion de 28,75
a 15 mg*kg-s. Los resultados sugieren que las cepas evaluadas tienen la capacidad
de contribuir en la captacion de carbono, permitiendo mejorar la salud y fertilidad
de los suelos agricolas.

Palabras clave: Microbiologia, minerales, nutricion de suelos, materia organica,
manejo sostenible del cacao
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate carbon sequestration by fungal and
bacterial strains in soils of national cocoa plantations Theobroma cacao L of the
Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lépez. In the
study, four treatments were applied with the implementation of Trichoderma
longibrachiatum (EM-72) for T1, Trichoderma reesei (EM-49) for T2, Bacillus subtilis
(EM-54) for T3 and Bacillus licheniformis (EM-44) for T4, to identify significant
differences between treatments, with respect to the variables under study, the
completely randomized design (DCA) was applied, with the respective analysis of
variance and comparison of means with the Tukey test at 5%. The results show a
variability in the chemical parameters of the soil in response to the treatments
applied, showing significant increases in the levels of ammonium, phosphorus and
potassium, which are related to the neutrality of the pH. In addition, there was an
unrepresentative increase in organic matter (8%) in relation to the initial parameters
(7%), In terms of carbon sequestration, the treatments with Trichoderma
longibrachiatum and reesei showed more significant results (p<0.0001**) compared
to Bacillus subtilis and licheniformis, with Trichoderma longibrachiatum showing the
best sequestration parameters over time with a mean sequestration of 28.75 to 15
mg*kg-s. The results suggest that the evaluated strains have the ability to contribute
to carbon sequestration, allowing to improve the health and fertility of agricultural
soils.

Keywords: Microbiology, minerals, soil nutrition, organic matter, sustainable cocoa
management



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Las altas concentraciones de gases de efecto invernadero (GEI) a causa del
desarrollo industrial y las actividades humanas, han ocasionado graves impactos
en el ambiente, generando un aumento en la temperatura global (Olorunfemi et al.,
2019). Desde una perspectiva mundial, la deforestacion y la transicion de bosques
a suelos de cultivos han llegado a conformar hasta el 20% de las emisiones de los
GEI (Sanmartin y Barrezueta, 2017); siendo Ecuador responsable de 0,1% de estas
emisiones, con un promedio de 2.2 tonelada (tn) de diéxido de carbono (COz2) por

persona por afo (Vidal y Vera, 2017).

Racines (2018) menciona que en Ecuador los manejos tradicionales de los
sistemas productivos incrementan la contaminacién atmosférica debido a la
cantidad de emisiones de GEI que generan las actividades agricolas (18,03%).
Asimismo, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura [FAO], (2022) menciona que la degradacion de los suelos responde a
un proceso de transformacion de zonas a cobertura vegetal natural, debido a
inadecuadas practicas agricolas como la deforestacion, el uso desmesurado de
sustancias quimicas, monocultivos, entre otros; estas pérdidas vinculadas con la

degradacion de suelo incrementan a 7,6% del valor bruto de la produccién agricola.

A escala provincial, Manabi se ubica como la regiébn que mas pérdidas por
degradacion agricolas ha tenido en relacion a los GEI, seguidas de las provincias
de El Oro, Imbabura, Loja y Guayas (FAO, 2022). Esta problematica tiene fuertes
repercusiones en el ambiente, entre las cuales se destacan la deforestacion, la
remocidén sobrepastoreo ocasionada por actividades ganaderas, disminucion de
fuentes de agua, pérdida de la actividad agricola y la seguridad alimentaria de la
poblacion (Villamil, 2021).

Bajo este contexto, las actividades agricolas son responsables de la mayoria de los
GEI, sin embargo, los ecosistemas forestales y agroforestales logran absorber
grandes cantidades de carbono tanto en biomasa como en los suelos,

disminuyendo las emisiones de los gases de CO2 (Umafia, 2018).



En la provincia de Manabi ain no se han realizados estudios sobre la captacion de
carbono del suelo en plantaciones de cacao, que ayuden a mitigar las emisiones
de los GEI, es por esto que Zabala y Vega (2021) manifiestan que efectuar un
estudio sobre la captacién de carbono del suelo con microorganismos es una buena
alternativa para las sociedades en cuanto a la reduccion de la contaminacién y el
mejoramiento ambiental de la zona de estudio, dado a que los suelos en los

sistemas agroforestales de cacao abarcan un total de 1.80 ton C/ha.
Estos antecedentes llevan a las autoras a formular la siguiente interrogante:

¢,Como influyen la biomasa fungica y bacteriana en la captura de carbono en suelos

de cultivo de cacao nacional?



1.2. JUSTIFICACION

Desde una perspectiva ambiental, la captura de carbono resulta fundamental para
disminuir el calentamiento global, gracias a que los arboles contribuyen de forma
positiva para reducir la cantidad de CO2 que llegan a la atmésfera y al mismo tiempo
liberan Oz, ayudando asi a mantener un ambiente sano y limpio (Morales y Vasquez,
2019). Por su parte, Buitrago et al. (2018) afirman que los suelos destinados a las
plantaciones de cacao (Theobroma cacao L.) se consolidan como una excelente
alternativa para disminuir las emisiones de los GEI mediante la captura de carbono
organico en el suelo (COS); primordialmente en sistemas de usos de suelos en

forestales y agroforestales (Andrade et al., 2020).

Asimismo, las utilizaciones de microorganismos presentan diversos beneficios en
funcion del suelo agricola, debido a que ayudan a restablecer el equilibrio
microbiolégico, mejorando las condiciones quimicas y la fertilidad del suelo,
generando asi una agricultura y medio ambiente sostenible (Alarcon et al., 2020).
En las plantaciones de cacao, los microorganismos resultan fundamentales para la
captacion de carbono dado a los beneficios ambientales que presenta para el
cultivo, puesto que los protege de agentes patdégenos e incrementa la disponibilidad

de nutrientes al suelo (Zabala y Vega, 2021).

De acuerdo con Zabala y Vega (2021) las plantaciones de cacao abarcan mas de
8 millones de ha en continentes como Africa, Asia y América; en Perti ocupan un
aproximado de 40.000 ha. En el caso de Ecuador, existe un total de 601.000 ha de
cacao, de las cuales 77% parcelas se concentran en la Costa, 13% en la region
Sierra y 10% en la Amazonia (Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Ecuador
[MAG], 2019). El cacao se cultiva en suelos de origen aluvial, con pH entre acidos
y alcalinos de 6,46 a 8,2; con valores medios y altos de materia organica
(Barrezueta, 2019).

Desde un enfoque socioecondémico, la captura de carbono en suelos presenta
ciertas ventajas para el productor y el consumidor, ya que mediante esta captacion
se logra mejorar propiedades del suelo, como la aireacién, la capacidad de

infiltracion y retencion de agua, mismas que ayudan a incrementar la fertilidad del



suelo y por ende la productividad agricola, garantizando la seguridad alimentaria
de la poblacién (Etcheverria y Barahona, 2017); y el desarrollo sostenible que
conduce al progreso de las condiciones de vida de los agricultores (Burbano, 2016).
Ademaés, los usos de los microorganismos reducen los costos en comparacion con
la inversion que se hace con la utilizacién de fertilizantes quimicos (Luna y Meza,
2016).

Desde un punto de vista legal, la presente investigacion contribuye a cumplir con lo
estipulado en el objetivo 13 de los ODS, el cual propone “adoptar medidas urgentes
para combatir el cambio climatico y sus efectos”, ya que, para la reduccién de
carbono es fundamental reducir las emisiones globales de los GEI (Organizacion
de las Naciones Unidas [ONU], 2018). De la misma forma, se sustent6 en el Plan
Nacional de Desarrollo 2021-205 en el eje de Transicion Ecoldgica objetivo 12, que
indica que “fomentar modelos de desarrollo sostenible aplicando medidas de
adaptacion y mitigacion al cambio climatico” mejora la produccion de practicas

ambientales y sostenibles.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la captacion de carbono mediante cepas fungicas y bacterianas en

plantaciones de cacao nacional (Theobroma cacao L.) en la ESPAM MFL.
1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Activar cepas fungicas (Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei)

y bacterianas (Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis).

e Determinar la eficiencia de las cepas fungicas y bacterianas en la captacion

de carbono en los suelos del cultivo de cacao nacional.

1.4. HIPOTESIS

1.4.1. HIPOTESIS NULA

HO. Las cepas fungicas (Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei) y
bacterianas (Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis), no inciden en la captacion de
carbono a través de la respiracion en los suelos de plantaciones de cacao nacional

(Theobroma cacao L).
1.4.2. HIPOTESIS ALTERNATIVAS

H1. Las cepas fungicas y bacterianas inciden en la captacion de carbono a través
de la respiracion de microorganismos en los suelos de plantaciones de cacao

nacional (Theobroma cacao L).



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. MICROORGANISMOS EN EL SUELO

Los microorganismos son parte esencial de los componentes del suelo, dado a que
son responsables de la dinAmica de transformacién y de los ciclos geoquimicos del
recurso edafico, estos suelen ser bacterias y hongos (Bajsa, 2015). Morocho y Mora
(2019) sostiene que los microorganismos al estar en union con la materia organica
producen sustancias favorables creando asi un cambio en la flora de suelo y
optimizan su equilibrio natural por la accion antioxidante que presenta ayuda a la

descomposicion de la materia organica y aumentan el humus.

Por su parte, Ramirez et al. (2019) afirman que los microorganismos también se
encargan de producir sustancias Gtiles que incluyen aminoécidos, acidos nucleicos,
sustancias bioactivas y azlUcares que promueven el crecimiento de las plantas,

pueden suprimir la presencia de patdgenos y son muy humerosos en los suelos.

De acuerdo con Tang et al. (2022) los microorganismos en el suelo desempefian
un rol importante en la captura y secuestro de carbono, dado a que contribuyen a
eliminar los gases de efecto invernadero y ademas los convierten en una manera
mas estables, almacenandolos en el suelo por largos periodos de tiempo. Liao et
al. (2022) afirman que organismos autétrofos como bacterias y protistas fototréficas

son esenciales para la fijacion de carbono en el suelo.

Bensayah et al. (2022) afirman que la interacciéon entre las comunidades
microbianas y los agregados del suelo es fundamental para mantener la estabilidad
del sistema y para almacenar carbono. Ahmed et al. (2018) sostienen que los
microorganismos del suelo son clave en la captura y secuestro de carbono, ya que

ayudan a mitigar el cambio climatico y mantener la fertilidad de los suelos.

2.1.1. CLASIFICACION SEGUN SU METABOLISMO

El metabolismo, es el proceso por el cual los microorganismos obtienen energia y
nutrientes que son de importancia para la reproduccion, este se adapta a las
situaciones que se pueden presentar en la tierra; por su parte las bacterias han

logrado desarrollar todo tipo de metabolismo que son conocidos en la biologia,



mismas que se dividen de donde obtienen la energia y, de dénde viene el carbono
(Rosales, 2021).

Las bacterias anaerobias cuentan con un metabolismo que genera su energia a
partir de sustancias que carecen de oxigeno, lo hacen generalmente a través de
procesos de fermentacion. Las bacterias aerobias presentan un metabolismo que
es el proceso quimico en que el oxigeno se usa para producir energia a partir de
los carbohidratos por lo cual requiere de un ambiente que contenga oxigeno para

poder existir y desarrollarse adecuadamente (Corrales et al., 2015).

Tabla 2.1. Clasificacién general de los microorganismos segun su metabolismo.

Clasificacion Fuente De Energia Fuente De Carbono Orgamsmgs
Representativos
Fotoautotrofos Luz CO; Algas, Balct.enas,
Fotosintéticas.
Fotoheterétrofos Luz Materia organica Bacterias, Fotosintéticas.
Quimioautétrofos Materia inorganica CO Bacterias
Quimioheterétrofos Materia organica Materia organica Bacterias, hgngos,
protozoarios.

Fuente: Corrales et al. (2015)

2.2. BACTERIAS

Las bacterias son microorganismos unicelulares que pueden encontrarse en
cualquier habitat, por lo general son las mas abundantes y pequefias alcanzando
tamafios de 0.1 a 1 micras; estas son aerobias, anaerobias o facultativas, tolerando
pH acidos, béasicos o neutros (Castro, 2016; Castillo, 2016). De acuerdo con Rocha
et al. (2022) la mayor parte de las bacterias del suelo presentan forma de baston,

cortas y cilindricas, siendo dificil de observar a simple vista.

Condori (2020) indica que las bacterias tienen una relacién de importancia entre el
suelo-planta, ya que son responsables de la disminucién o incrementos de los
nutrientes; presentan beneficios para el recurso edafico, ayudando a recuperar la
estructura perdida a causa de las practicas agricolas. Rivera (2017) afirma que
existen diversos géneros bacterianos empleados para la agricultura, dado a su
capacidad de transformar compuestos organicos e inorganicos y por los beneficios
gue presentan en la nutricion de las plantas, destacan las siguientes: Azospirillum,
Azotobacter, Beijerinckia, Bacillus, Clostridium, Lactobacillus, Nitrosomos,
Nitrobacter, Rhyzobium, etc.



2.2.1. BACTERIA DEL GENERO Bacillus

Las bacterias del género Bacillus pertenecen a la familia Bacilliaceae, que
actualmente ostenta mas de 60 especies de bacilos (Campafa, 2018). Esta
formado por microorganismos bacilares Gram positivos con endosporas que son
capaces de resistir condiciones extremas, el crecimiento de estas bacterias puede
ser aerobio o anaerobio facultativo, presentan tamafios que oscilan entre 4 a 10
um, ademas el crecimiento 6ptimo se da con pH neutro, en un rango de intervalo
de temperatura de entre 30 y 45°C (Villarreal et al., 2018).

Segun Villareal et al. (2018) el suelo es el principal reservorio de los
microorganismos Bacillus, dado a que gran parte de las especies de Bacillus son
saprofitas, empleando la diversidad de sustratos organicos que se encuentran en
el suelo, convirtiendose en el principal establecimiento variedad genética y

funcional de las especies microbianas.
2.2.1.1. Bacillus subtilis

Los microorganismos Bacillus subtilis son bacterias Gram positiva conocida como
Rhizobacterium porque sintetizan fitohormonas (Caicedo y Chacon, 2017) miden
desde 0.3 a 2.3 micras de ancho 1.2 a 7.0 micras de largo, son cilindricos,
habitualmente flagelados, forman colonias grandes e irregulares en los medios
sélidos se encuentran en los suelos y en los vegetales en putrefaccion,
interviniendo activamente en la descomposicién de la materia organica (Cabello et
al., 2020).

Tabla 2.2. Taxonomia de Bacillus subtilis.

Dominio Bacterias
Filo Firmicutes
Clase Bacilos
Orden Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus subtilis

Fuente: Caicedo y Chacon (2017).

La bacteria Bacillus subtilis es considerado como uno de los microorganismos de
mayor relevancia en la agricultura, sirve como control biolégico para las

enfermedades de las plantas y ayuda en la absorcion de nutrientes (Gonzalez et



al., 2022); ademas promueve el crecimiento vegetal mediante la solubilizacién de
fésforo y participa en la fijacion de nitrégeno cuando forma parte de consorcios

bacterianos (Corrales et al., 2014; Lopez, 2022).
2.2.1.2. Bacillus licheniformis

Campafa (2018) indica que las Bacillus licheniformis “poseen caracteristicas
morfométricas igual su forma irregular, con superficie brillante de elevacién planay
con un margen rizado, es un bacilo Gram positivo con un color beige formador de
endosporas, anaerobio facultativo, este puede ser aislado de casi todas partes

debido a sus endosporas resistentes que se difunden con facilidad en el aire”.

Es un microorganismo del suelo con caracter patdogeno, asociado con materiales
de plantas y vegetales en la naturaleza, se logra aislar de cualquier lugar, ya que la
resistencia de sus endosporas les da una ventaja muy importante en el suelo y le
confieren la capacidad de supervivencia para adaptarse a cambios bruscos de
temperatura por sus genes de shock térmicos que incluyen proteinas y proteasa
(Gonzaéles, 2013).

Tabla 2.3. Taxonomia Bacillus licheniformis.

Reino Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacili
Orden Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Especie Bacillus licheniformis

Fuente: Gonzales (2013)

2.2.2. BACTERIAS FOTOSINTETICAS

Estas bacterias producen sustancias que favorecen a la aparicién de micorrizas en
el crecimiento de microorganismo provechosos y plantas; son encargadas de
sintetizar las sustancias desde la raiz usando la luz solar y el calor del suelo que

son los encargados de suministrar la energia que necesaria (Castro et al., 2018).
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2.3. HONGOS

Segun Morocho y Mora (2019) los hongos favorecen el desarrollo de mineralizacion
del carbono organico del suelo, ademas cuenta con la posibilidad de reproduccion
de manera asexual (sustratos acidos y ricos en carbono) la cual le permite
multiplicarse en condiciones favorables y sexual (esporas) en condiciones
desfavorables, ofrece la capacidad de descomposicion de materiales como madera

y paja ya que exige un bajo nivel de nitrégeno.
2.3.1. Trichoderma longibrachiatum

Estos hongos corresponden a las especies del género Trichoderma, se ubican
taxondmicamente dentro de la divisiobn Mycota, subdivision Eumycota, la clase
Hyphomycetes, orden Moniliales y en la familia Moniliaceae (Companioni et al.,
2019). Se caracteriza por presentar conidioforos arrastrados con ramificaciones,
distintas investigaciones su uso como controlador de enfermedades fungosas y se

han demostrado su efecto contra gran diversidad de patdgenos (Osorio, 2010).
2.3.2. LEVADURAS

La levadura presenta una eficacia en la disminucion de padecimientos que son
formados por hongos, son encargadas de sintetizar sustancias antimicrobianas que
son los crean hormonas y sustratos que benefician al microorganismo; las
sustancias bioactivas (hormonas, enzimas) ocasionadas por las levaduras causan

la division celular activa (Rumbea, 2020).

2.4. CONDICIONES IDEALES PARA EL USoO DE
MICROORGANISMOS

En general las mejores condiciones para el uso de microorganismos deben ser
cuando el suelo esta humedo; es decir, antes o después de lluvias (Toalombo,
2012). El uso de los EMA necesita de exigencias ambientales, como temperatura,
humedad y pH, que para una mayor variedad de microorganismo el pH debe ser
neutro estar en los niveles de 6 a 8 y temperaturas entre 15y 45 °C, en la agricultura

se basa en las condiciones como la calidad de suelo, clima, irrigacion; los beneficios
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gue trae consigo la aplicacibn de microorganismos esta el retener humedad,
incremento de materia organica causando la mejora de los cultivos en épocas de

sequias (Morocho y Mora, 2019).
2.5. SUELO DE CACAO

De acuerdo con Guerrero (2017) los suelos son el factor primordial de la sociedad
humana, es un medio de soporte natural donde las plantas absorben los nutrientes
necesarios para su crecimiento. Segun Lapo (2021) el suelo permite que se
desarrolle el ciclo de nutrientes o reciclaje ecolégico, el cual es un proceso regulado
por los cambios de la red tréfica que descomponen la materia en nutrientes

minerales.

Relacionando lo expuesto con el tema de investigacion Haro (2021) manifiesta que
el suelo adecuado para el cultivo del cacao tiene relacion con las condiciones
climaticas predominantes de la zona, asi como, la cantidad y distribucion de
factores entre estas las precipitaciones. Para Alvaro (2019), el suelo es el sustrato
vivo y dinamico con mayor biodiversidad, donde se generan diferentes formas de
vida como las plantas las cuales modifican el ambiente para sostener el sistema
productivo. En él existen millones de microorganismos siendo los mas abundantes
las bacterias, virus y hongos, creando un vinculo entre las plantas, suelo y

organismos que se ven influenciados por factores bioticos y abidticos.

Por lo tanto, se sintetiza estableciendo que el suelo es un recurso del entorno
natural no renovable, y para un correcto desarrollo del cacao, se necesita que este
cuente con ciertas caracteristicas como: poseer ligeras pendientes, profundos,
francos y por supuesto un buen drenaje, ademéas de un alto nivel de materia
organica, donde, la acidez y otros componentes contribuya con un éptimo cultivo
(Centurién, 2021).

2.5.1. CALIDAD DEL SUELO

Barrezueta et al. (2017) establecen que la calidad del suelo es la capacidad
especifica que este recurso tiene para funcionar dentro de los limites del

ecosistema natural o alterado, necesarios para mantener la vida, y la produccion
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de las plantas, desde este sentido se han desarrollo una conformacién de indices
gue establecen la calidad del suelo (ICS), este se considera como una herramienta
de evaluacién que a su vez se correlaciona con las propiedades quimicas para

facilitar su medicién y cambios.

Barrera et al. (2020) sostienen que la calidad de los suelos es una herramienta de
valoracion que ayuda a la aplicacion exitosa de las practicas de plantacion de cacao
(Theobroma cacao L), de manera sostenible, por lo tanto, se debe conocer y
analizar los diversos aspectos fisicos, quimicos y biolégicos, porque estos son los
gue marcan su grado de degradacion. Entre los principales atributos del suelo
estan: materia organica, macronutrientes, micronutrientes, carbono organico total,

y el nitrégeno total, ademas, de la profundidad, textura, porosidad y efectividad.

De acuerdo con Fandifio et al. (2019) los microorganismos del suelo presentan un
elevado potencial para emplearse como indicadores de su calidad, de manera
similar a lo que sucede con los indicadores, no se ha logrado un consenso acerca
de cudles son los indices mas confiables, ni en qué situaciones se deben emplear.
Sin embargo, se ha identificado que los indices mas destacados son siete, tal como
se describen en el (Cuadro 2.4):

Tabla 2.4. indices de calidad del suelo.

Indice Descripcion
Indice mas simple que se emplea para evaluar la calidad del
Cociente metabdlico (qCO?) suelo. Este se relaciona con la respiracién y la biomasa
microbiana.
P . Evalla la calidad del suelo, a pesar de su sensibilidad a los
Indice de adicion (SQla) P

valores unitarios de los parametros que utiliza

Se utiliza para monitorear y predecir los efectos de los
sistemas y la gestién agricola.

Evalua la calidad del suelo de un determinado lugar o
ecosistema, permitiendo la comparacion entre las condiciones
a nivel de parcelas, campo o cuenca bajo diferentes usos del
suelo y practicas de manejo facilitando las decisiones de
gestion adaptivas que promuevan practicas agricolas
sostenibles

Evalua la variacion en relacion con la degradacion del
ecosistema; éste se basa en el estudio de microartrépodos

indice Unificado (SQI Unificado)

indice aditivo ponderado (SQiw)

indice biolégico de calidad del suelo

(BSQ)
i del suelo
Indice bioquimico de fertilidad del suelo  Se emplea para comparar el efecto de la fertilizacién organica
) y mineral.
Indice relativo de estabilidad del suelo  Evalla la capacidad de un suelo para recuperarse después
(RSSI) de la contaminacién en funcién de la actividad enzimatica

Fuente: Fandifio et al. (2019)
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2.5.2. PROPIEDADES QUIMICAS DEL SUELO

Segun Barrezueta (2019), “las propiedades quimicas del suelo, en conjunto,
condicionan la capacidad productiva de las plantas” (p. 155). Estrada et al. (2017),
mencionan que los componentes quimicos tienen que ver con los nutrientes
captados por las plantas y particulas minerales, destacando la fertilidad (nutrientes)

y el pH, que mide la acidez, alcalinidad y neutralidad del suelo.

Para efectos de esta investigacion, se hace importante resaltar los estudios de
Rousseau et al. (2012) y Barrezueta et al. (2017), donde se utilizé las variables
guimicas del suelo establecido en su investigacion de cacao en Centroamérica, tal

como se describe en el (Tabla 5):

Tabla 2.5. Métodos de evaluacion de pardmetros quimicos.

Variables quimicas Métodos
pH Potenciémetro
Materia organica (MO) Walkley y Black
K+, Ca2+, Mg2+, Na+ y Al3+ Absorcién Atémica
H+ Yuan
Fésforo (P) Olsen modificado
Nitrégeno total Micro Kjeldahl

Fuente: Bazan (2017)

Las propiedades quimicas ayudan a determinar las condiciones de fertilidad de los
suelos en las plantaciones de cacao, estas pueden ser modificadas por el uso de
abonos o quimicos. Ejemplo: un cultivo de una hectarea se compone por 453 kg de
nitrégeno, 114 kg de fésforo, 788 de potasio, 40 gr de manganeso y 10 zinc (Mateus
y Reyes, 2018).

2.6. GENERALIDADES DEL CACAO

Mora et al. (2021), sostienen que el cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo que
contribuye de manera significativa a la economia de varios paises, destacando en
la produccion: Brasil, Colombia, Costa de Marfil, Ghana, Camerun, Republica

Dominicana, Meéxico, Malasia, Indonesia, Papua Nueva Guinea y Ecuador.
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Mendoza et al. (2021) afirman que a nivel mundial la produccién del cacao comun

es del 95% y el 5% de aroma fino.

Valdez (2016) indica que, desde el contexto ecuatoriano, se realizd la
domesticacion de este hace 5.300 afios en la provincia Zamora Chinchipe.
Montaleza et al. (2020), expresan que el origen de las plantaciones de cacao en el
Ecuador se ubica en la Amazonia. Informacion proveniente de los estudios de Abad
et al. (2020), afirman que Manabi es una de las provincias mas productivas que
presentan una mayor superficie con 104,849 ha, esta zona cuenta con las
condiciones climaticas adecuadas que le permiten desarrollar su potencial
productivo y que le otorga caracteristicas organolépticas de alta calidad que lo hace
apetecido en los mercados nacionales como internacionales, ademas de tener un

suelo fértil que permite obtener un alto rendimiento e incrementar su demanda.
2.6.1. TAXONOMIA DEL CACAO

El cacao (Theobroma cacao L.) es un arbol originario de América, su cultivo se
presenta de forma constante, sus partes generan flores, frutos en el tallo y ramas.
Esta fruta se produce en climas humedos y calidos, sus flores son de color blanco
y rosado, su tronco tiene apariencia de ramas viejas y sus frutos o mazorcas tienen

forma de capsula con numerosas semillas en su interior (Guerrero, 2020).

Tabla 2.6. Taxonomia del cacao.

Nombre cientifico: Theobroma cacao.
Reino: Plantae.
Subreino: Tracheobionta.
Division: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Subclase: Dilleniidae.
Orden: Malvales.
Familia: Esterculiceae.
Subfamilia: Byttnerioideae.
Tribu: Theobromeae.
Género: Theobroma.
Especie: Theobroma cacao L.

Fuente: Guerrero (2020)
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2.6.2. IMPORTANCIA DEL CACAO Y SU ASOCIACION CON LOS
MICROORGANISMOS

Estudios de Molina et al. (2020), aseguran que los microorganismos en el suelo es
uno de los factores mas importantes, debido a que forman parte viva y dindmica de
su transformacién y desarrollo, los cuales brindan grandes beneficios para los
diferentes cultivos como son las plantaciones de cacao (Theobroma cacao L).
Segun Montaleza et al. (2020) los principales microorganismos del suelo son:
hongos, virus y bacterias, estos proporcionan elementos nutritivos para un buen

desarrollo vegetal, ademas, de favorecer la sustentabilidad del suelo.

De acuerdo con Leiva et al. (2013) la importancia de la produccion de cacao es por
la fertilizacion orgénica o inorganica gracias al aporte periddico de materiales
organicos como ejemplo la hojarasca que se genera en las plantaciones de cacao,
las mismas que facilitan el mantenimiento y enriquecimiento del microorganismo
del suelo porque participan en el ciclo de nutrientes y de la materia organica.
Entonces, la funcion de los microorganismos en el suelo, es permitir que las
actividades microbianas se expresen de manera eficaz como indicador en la calidad

y salud del suelo (Rodriguez et al. 2022).

Para Guerrero (2020) los millones de microorganismos del suelo se vinculan de
forma positiva y negativa a las plantas, es asi que los cultivos de cacao (Theobroma
cacao L) no son la excepcion, dado a que estos microorganismos presentan
diversas funciones como ser fuente de nitrégeno en el suelo, ayudan en el
crecimiento de las plantas, contribuyendo a la sustentabilidad de todos los
ecosistemas, ya que son los principales agentes del ciclado de la materia organica

del suelo y del secuestro de carbono.

Abad et al. (2019) establecen que existen alrededor de 243,059 ha sembradas de
cacao nacional (Theobroma cacao L.) en el Ecuador, por tal motivo, esta siempre
sometido a diferentes controles de calidad, para establecer los niveles méximos de

metales pesados, ejemplo: el cadmio (Batista et al., 2019).
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2.6.3. CARACTERISTICAS EDAFOCLIMATICAS DEL CACAO

De acuerdo con Rodriguez et al. (2022), el conocimiento de los microorganismos y
sus actividades es importante para relacionarlas con las diferentes caracteristicas
de las plantaciones de cacao, porque brinda la oportunidad de una mejor gestion
en la calidad del suelo. Considerando que la funcion principal de los

microorganismos en los suelos es servir como indicadores de salud.

Leiva (2013) seifala que los microorganismos como las bacterias y hongos son
utilizados para el analisis de las condiciones de la rizosfera de los cultivos de cacao.
Por lo tanto, Varas (2020), indica que para una adecuada produccion del cultivo de
cacao se necesitan de buenas condiciones medioambientales, los factores
climéticos tienen gran influencia debido a los factores de humedad y térmicos. A
partir, de lo expuesto se presenta el cuadro con las caracteristicas edafoclimaticas

del cacao en el suelo:

Tabla 2.7. Caracteristicas edafoclimaticas del cacao en el suelo.
. Caracteristicas Edafoclimaticas del cacao en el suelo
Los cultivos de cacao necesitan localizarse en zonas cuya precipitacion es de 1,200 mm hasta
Precipitacion 4,000 mm; también, el volumen de las lluvias debe de brindar distribucién de agua durante el afio,
porque estas plantaciones son sensibles a la resequedad del suelo.
Debido a sus origenes en las zonas tropicales, la temperatura es un factor importante porque de
Temperatura él depende su desarrollo, floracion y fructificacion. La temperatura adecuada para las plantaciones
de cacao es de 23 — 25 grados centigrados.
El viento con velocidad 6ptima es aquel que oscila entre 1 a 2 m/sg, en cultivos donde el viento

Viento sobrepasa los 4 mg/sg afecta las plantaciones directamente dafando las flores y hojas.
Altitud La altitud correcta es de 0 msnm hasta 800 msnm, aunque existen cultivos que se producen en
altitudes més altas de 1,000 — 1,400 msnm sin generar ningun dafio a las plantas de cacao.
. Es otro factor importante para los cultivos de cacao, si esta es 50% menor incide negativamente
Luminosidad

en el rendimiento, pero si es 50% mayor el rendimiento de las plantaciones aumenta.

La humedad incurre en el desarrollo fisioldgico de las plantas de cacao, y deben ser de minimo
Humedad 100-120 mm, para zonas bajas, para las calidas la mas adecuada es de 1200 a 1500 mm, donde
la humedad se presenta entre 70% a 80%.
Para las plantaciones de cacao el mejor suelo son los aluviales, los cuales tienen una textura
franca, con profundidad de 1 m que proporciona un anclaje de esta planta al subsuelo.
El rango perfecto para este tipo de cultivo es de 6 a 6.5 de pH, este rango le permite al suelo

pH regular la descomposicion de las materias orgénicas. No obstante, el cacao se adapta a rangos
extremos de pH, los cuales parte de 4.5 a 8.5.

Fuente: Noles (2020) y Varas (2020).

Suelo

La informacion presentada en el cuadro 2.7., demuestra que los cultivos de cacao
para un correcto desarrollo y rendimiento necesitan de condiciones ambientales

especificas asi mismo del suelo donde se va a realizar las plantaciones, porque los
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factores climaticos tienen gran participacion e influencia en estos cultivos, de los
cuales se destacan: condiciones térmicas, humedad, luminosidad, viento, altitud,

temperatura, precipitacion, suelo, y pH.
2.7. CARBONO

Segun Velepucha (2019) el carbono es el elemento quimico mas sobresaliente e
importante del ecosistema, porque hace parte de los compuestos organicos
guimicos, los cuales se encuentran distribuidos en: océanos, suelo, subsuelo, y
atmosfera, la cual es un intercambio entre el suelo y la atmésfera donde se realiza
como resultado la fotosintesis, respiracion y emisiones antropicas originando un

ciclo.

Por su parte, Zabala y Vega (2021) en su trabajo de investigacion manifiesta que el
carbono esta presente en los diferentes suelos naturales, su combinacion con
atomos como el nitrégeno, oxigeno e hidrégeno lo hace ser la base estructural de
todas las moléculas orgénicas. Es decir, el carbono esta presente y forma parte de

todo ser vivo en la Tierra.
2.7.1. CARBONO ORGANICO EN LOS SUELOS

Las afirmaciones de Salazar et al. (2020), sostienen que el carbono organico del
suelo (COS) es un factor clave para el diagnostico de la calidad del suelo. Mientras
gue Mufoz et al. (2021) expone que el carbono organico es un componente
indispensable para la regulacion del clima y el mantenimiento de la estabilidad al
suelo, debido que contiene los nutrientes de plantas, biodiversidad del suelo y la
facultad de retener agua, ayudando al desarrollo del habitat de los organismos

edéaficos.

Los estudios de Burbano (2018), aseguran que el carbono en el suelo se divide en
cuatro reservorios, dos grandes de los cuales uno es inorganico y el otro organico.
También, existen dos con menor participacion, el cual es atmosférico que se
encuentra en el aire del suelo y el que se localiza en solucién, en definitiva, la

dinamica del carbono en el suelo tiene mucha influencia en la actividad biologica,
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demanda compuestos organicos, interaccion mineral del suelo, principalmente en

los arcillosos, los cuales son aptos para las plantaciones de cacao.

El carbono orgéanico es un elemento que tiene un rol importante en la biodiversidad,
fertiidad y productividad del suelo, donde este factor se obtiene del carbono
atmosférico al momento de la fotosintesis de las plantas, las cuales en este proceso
insertan el carbono organico con sus raices, también, se obtiene de fuentes de
residuos vegetales, y de animales convirtiéendose, en indispensable para el
ecosistema, asi mismo actia como regulador del clima, suministro de agua, entre
otros factores esenciales para el bienestar de los seres humanos (Fandifio et al.,
2019).

2.7.2. CAPTACION DE CARBONO EN EL SUELO

Para Martinez et al. (2008) en el suelo existe una gran cantidad de materia organica
gue permite la entrada del carbono, siendo las principales la materia vegetal y los
residuos de cultivos como es el caso de las plantaciones de cacao, es asi, que entre
mayor sea el crecimiento vegetal més sera el ingreso del carbono. Desde esta
perspectiva, se establece que los microorganismos son importantes por su rol de

liberar el carbono orgénico al suelo, a descomponer la materia organica.

En las investigaciones de Carvajal y Andrade (2020), se expone que los cambios
del uso del suelo son aspectos claves para un balance global de carbono y se
muestran como una opcién para la creacion de proyectos que buscan mitigar el
cambio climatico. Es asi que el Carbono (C) que esta presente en los suelos son
capturados por los microorganismos a través de procedimientos metabdlicos como
la respiracion, por lo tanto, la captacion del C haciendo uso del suelo hoy en dia
esto implica una oportunidad para disminuir las emisiones de gases con efectos

invernadero (Hernan, 2019).

Desde la perspectiva de Yellen (2017) para el afio 2050 la captacion y
almacenamiento del carbono del suelo conformard alrededor del 13% de la
reduccion necesaria en la emisiébn para poner un alto al calentamiento global.

Cuando se habla de captacion es obtener carbono de procesos para luego liberarlo
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a la atmésfera, la cual se almacenara en mayor cantidad bajo la tierra (Tacarpo,
2018).

2.7.3. FRACCIONES DE CARBONO ORGANICO EN EL SUELO

De acuerdo con Salazar et al. (2020), el fraccionamiento de carbono organico en el
suelo se puede medir mediante métodos fisicos y quimicos, lo cual ayuda a la
caracterizacion. Segun Martinez y Ortega (2021), el carbono organico en el suelo
depende del equilibrio de este y de los gases resultados de la respiracion aerébica
0 anaerdbica del suelo, tales como: CO2 o CHas, generados de la mineralizacion
desarrollada por microorganismos en las diversas fracciones de materia organica,

dando paso a las siguientes fracciones de Carbono:

Desde esta perspectiva, Martinez y Ortega (2021) determinan que existen métodos
de evaluacion de fracciones de carbono en el suelo, los directos e indirectos. Los
métodos directos mas conocidos son determinacion de carbono organico total o
materia organica. Entonces el carbono organico total se puede medir por
combustion seca, mediante una digestion acida en presencia de dicromato de

potasio.

Por otra parte, el carbono de la biomasa microbiana, se relaciona con el contenido
de materia organica labil del suelo, es parte de los componentes vivos, donde este
método da respuestas rapidas a los efectos de recuperacién de suelos. Finalizando
con el método de fraccionamiento, de carbono en acidos humicos, &cidos falvicos,
y huminas que es mediante la extraccion alcalina del suelo (Martinez y Ortega,
2021).

Blasco y Burbano (2015) y Burbano (2018) sefalan que la materia organica del
suelo se divide en fracciones de biosfera encontradas en la pedosfera. Sus
componentes tienen origen eucariota y procariota con productos metabdlicos
organicos. Galicia et al. (2016) mencionan que el carbono organico del suelo y la
materia organica del suelo tienen dos fracciones. La primera de tipo labil que es
susceptible a la descomposicion y mineralizacion, tiene materiales que son escasos
en el suelo, ejemplo los residuos de las plantas y microorganismos en estado de

descomposicion. Y la segunda es recalcitrante — estable, su patrticipacion es
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mayoritaria debido a las sustancias humicas y lenta descomposicién, gracias al
peso molecular, asi como las estructuras mas complejas, un ejemplo son los

minerales del suelo.
2.7.4. CICLO DEL CARBONO

Las conceptualizaciones de Santias (2020) determinan que el ciclo del carbono es
un proceso biogeoquimico en donde se detallan los movimientos del carbono
mediante la biosfera, litosfera, atmdésfera e hidrosfera donde carbono es uno de los
factores mas abundantes del planeta, donde su ciclo puede ser biolégico, aqui
controla los intercambios con la atmdsfera y fotosintesis de las plantas, asi como
su respiracion. En lo que respecta al biogeoquimico, se encarga de controlar el

intercambio de CO2 por medio de la biosfera y del subsistema.

Segun Chacho (2019), el ciclo del carbono se divide en varias etapas: La
produccion es la emisién de carbono, aqui la biosfera exhala en el proceso de
respiracion COz y expulsa en los estados de descomposicion y fermentacion.
Asimismo, Tapia (2019) indica que, con la sintesis de carbono y la fotosintesis, las
plantas realizan su proceso, retirando el carbono de la atmoésfera y transformando

las moléculas complejas.

Finalmente, esta el fijado, aqui ocurre el almacenamiento de los sumideros de
carbono, esto se almacena en los depdsitos naturales o artificiales los cuales
capturan el carbono en la atmdsfera, un ejemplo de esto son los océanos, las rocas
sedimentarias calizas, la biomasa animal y vegetal, los yacimientos de recursos
fésiles como carbén, gas natural, petroleo. Si estos almacenamientos son

destruidos se eleva la concentracion de carbono en la atmosfera (Parada, 2017).
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Figura 2.1. Ciclo del carbono.
Fuente: Chacho (2019) p. 20.

Desde lo expuesto a través de las inferencias citadas, se define al ciclo del carbono
como aquel proceso que permite que este elemento pueda intercambiar entre la
biosfera, litosfera, hidrosfera y la atmdsfera del planeta. Al conocer el
funcionamiento y las etapas del ciclo de carbono se logra comprender las
implicaciones que tienen la intervenciéon humana en el clima y su incidencia en el

cambio climatico.
2.7.5. PRINCIPIOS DE CICLO MICROBIANO DEL CARBONO

De acuerdo a Gémez (2017), en la mayoria de los suelos, existen microorganismos
los cuales dominan e influyen en el componente biol6égico y dan respuestas rapidas
a los cambios del entorno donde son importantes y necesarios para las diversas
funciones del suelo, que actdan en las reacciones metabdlicas que dirigen las
fuerzas motrices para el abastecimiento de energia y nutrientes. Es asi que la
degradacion de la materia organica del suelo forma parte de los microorganismos
heterotréficos, y segun su tasa de descomposicibn muestra el nivel de actividad

microbiana en el suelo (Paolini, 2018).

Monsalve et al. (2017) dan a conocer técnicas, donde las mas reconocidas son la
descomposicion o mineralizacion que ayuda a medir el consumo del Oz y el
desprendimiento del CO2, ademas de su determinacion en escenarios controlados
de laboratorio, se le denomina actividad microbiana. Partiendo desde la idea de que
la respiracion de los microorganismos es el eslabon principal para cerrar el ciclo del
carbono en los ecosistemas de tipo terrestres, devolviéndole a la atmosfera de
manera de CO2 (Gomez, 2017, p. 20).
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Guzman (2017) indica que la cantidad de microorganismos que participan en el
ciclo del carbono es mayoritaria cuando forma parte del agua que, en la tierra, por
tal motivo, el ciclo del carbono se divide en dos etapas la asimilacion y
desasimilacion, siendo la primera un resumen de la materia organica y desarrollo
de compuestos carbonados y la segunda es la degradacion de las sustancias de

respiracion proveniente de animales y plantaciones heterotrofos.

Para mayor comprension del tema se cita los aportes de Contreras (2021), quien
establece que la evolucion de los aspectos que miden el crecimiento de los
microorganismos y sus principios se dan por cuatro fases la latencia es la

adaptacion de los microorganismos al medio:

e La fase exponencial, sucede cuando los microorganismos se multiplican de
manera rapida en corto tiempo.

e La fase estacionaria, aqui los microorganismos producen una acumulacién
de metabolitos debido a la escasez de nutrientes.

e Finalizando, con la muerte, cuando las condiciones no son las mejores para

la generacion de nuevas células.

Los factores que influyen en el crecimiento de estos son: nutrientes, pH,
temperatura, humedad, tiempo y oxigeno, cualidades que se encuentra en el suelo,
demostrando asi la relacion con el objeto de investigacién, evaluar la captacion de
carbono mediante microorganismos autéctonos en plantaciones de cacao nacional

(Theobroma cacao L.) (Contreras, 2021).
2.7.6. CAPTURA DEL CARBONO EN EL SUELO

Segun las investigaciones de Tacarpo (2018) el suelo realiza una funcién
importante en el ciclo del carbono y se representa con una fuente relevante de COz,
ademas, de otros gases con efecto invernadero en la atmésfera. Por otro lado,
Clara et al. (2017) indican que la cantidad total de carbono organico que esta en el
suelo es superior al CO atmosférico, se establece que de 1,500 Pg de carbono a 1
m de profundidad que esté en la atmdsfera. La captura del carbono en el suelo, en
concordancia con el Protocolo de Kyoto produce mayor fertilidad del suelo y

productividad en la tierra.
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A partir de lo descrito, Fernandez et al. (2018), estipulan que la captura del carbono
organico del suelo es uno de los temas mas estudiados en los ultimos tiempos,
debido que se busca evaluar la capacidad de almacenamiento de este elemento
tan preciado, para mitigar el efecto del cambio climético, en otras palabras, la
captura del carbono del suelo es la remocion del carbono de la atmésfera a través
de la fotosintesis de las plantas y su acumulacion con diversas formas de materia
organica estables que tienen larga vida en el suelo teniendo presente, que el 40%

del carbono esta en el suelo.



CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

El presente estudio se desarrollé en dos areas de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lopez, en el sitio "El Limon" del Cantén
Bolivar, provincia de Manabi. En primera instancia se procedi6 a la toma de
muestras de suelo de los cultivos de cacao nacional, localizados en la Carrera de
Ingenieria Agricola (figura 3.1) y posteriormente, se aplicaron los tratamientos en
los laboratorios de microbiologia ubicados en la Carrera de Medicina Veterinaria

(figura 3.2), todo ello bajo las siguientes condiciones climatolégicas (tabla 3.1):
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Figura 3.1. Ubicacion del area de toma de muestras de suelo.

Fuente: Instituto Geografico Militar Ecuador IGM, (2022).



25

591042 591062 591082 591102 591122

MAPA DE UBICACION
LEYENDA

| Laboratorio

[ Cantén: Bolivar

___ Provincia: Manabi
Pais: Ecuador

Evaluacion de captacion de
carbono mediante cepas fiingicas y
bacterianas en plantaciones de

cacao nacional (Theobroma cacao L.)

Prooyeccién cartografica | Unidades
WGS 1984 / zona 17M Metros

Cuadriculas | Escala grafica Formato
ut™m 1:500 A4

Mero Vera Karla Patricia
Vélez Guerrero Yahaira Rebeca

L Tutor: Ing. Fabricio Alcivar Intriago, Msc

Autores:

591042 591062 591082 — 591102 — 591122

Figura 3.2. Ubicacion de los laboratorios de microbiologia de la ESPAM MFL.
Fuente: Instituto Geogréfico Militar Ecuador IGM, (2022).

Tabla 3.1. Caracteristicas Climatoldgicas del Campus Politécnico.

Caracteristicas Campus Politécnico
Coordenadas geograficas Sur: 0°49'8.87"
Oeste: 80°10'53.03"
Altitud 15 msnm
Temperatura Minima: 31,11 °C
Méxima: 20,60 °C
Precipitacion 624 mm
Humedad relativa 82,42 %

Fuente: Valdivieso et al. (2021)
3.2. DURACION

La investigaciéon abarc6 un periodo de 9 meses, iniciando desde la aprobacion del
proyecto de planificacion de integracion curricular, subdividiéndose en dos fases.
En la primera fase se logré la activacion de cepas fungicas y bacterianas de
microorganismos en un entorno de laboratorio. La segunda fase, se centr6 en el
despliegue de la aplicacion de estos microorganismos en el cultivo de cacao, con
un enfoque especifico en determinar su impacto en la captacion de carbono y

nutrientes del suelo.
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3.3. METODOS

3.3.1. METODO BIBLIOGRAFICO

El método utilizado en esta investigacion se centré en la recopilacion de informacion
de manera ordenada y sistematica, especificamente dirigida a las variables clave
involucradas en el estudio como son los microorganismos (hongos y bacterias), la
captacion de carbono en plantaciones de cacao nacional (Theobroma cacao L.) y
los parametros quimicos del suelo, el presente método se aplicé de manera precisa
y eficiente a los elementos centrales del presente estudio, lo que contribuy6 a una
comprension mas profunda y significativa en el tema de investigacion (Hurtado,
2020).

3.3.2. METODO ANALITICO SINTETICO

Este enfoque metodolégico se empleé para descomponer el objeto de estudio,
realizar analogias y llevar a cabo los experimentos destinados a la captacion de
carbono. Ademas, se utilizod para establecer nuevas teorias abordando cada una
de las partes y variables de manera individual. Posteriormente, se llevé a cabo un
andlisis holistico e integral, buscando comprender plenamente la esencia de la
totalidad del objeto de estudio, incorporando tanto sus partes como sus

particularidades (Jiménez, 2015).
3.3.3. METODO ESTADISTICO

La aplicacion del método estadistico en esta investigacion se centr0 en la
operativizacion de la informacion cuantitativa relacionada con la captacion de
carbono en plantaciones de cacao nacional (Theobroma cacao L.). A lo largo de las
diferentes etapas de la investigacion, se utilizaron varias pruebas estadisticas,
incluyendo el test de Barrelt y Shapiro Wilks para evaluar la homogeneidad y
normalidad de los datos, el analisis de varianza (ANOVA) para analizar las
diferencias en la captacion de carbono entre grupos y el test de Tukey para
identificar diferencias significativas (Palomares, 2017).
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3.4. TECNICAS

3.4.1. TECNICAS DE LABORATORIO

Las técnicas de laboratorio desempefian un papel fundamental en la investigacion
cientifica, facilitando la sintesis y el andlisis en los campos de la quimica organica
y bioquimica, estos métodos son considerados estandar, estableciendo
procedimientos reconocidos que permiten a los investigadores llevar a cabo
experimentos y analizar sustancias de interés (Rua y Tamayo 2012). Para las
actividades de laboratorio, se emplearon técnicas microbiolégicas como la
activacion de microorganismos, en donde se activaron las cepas de
microorganismos (hongos y bacterias) previamente aislados, adicionalmente se
empled la reproduccion de microorganismos, en donde se realiz6 la multiplicacion

de las cepas de activadas.

3.5. UNIDAD EXPERIMENTAL

La unidad experimental en el contexto de este estudio se configuré utilizando 16
recipientes plasticos tipo vaso, estos recipientes se distribuyeron de manera
equitativa en cuatro conjuntos, cada uno asociado con un tratamiento especifico y

sus correspondientes repeticiones (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Tratamientos declarados en la investigacion.

Recipiente plastico

Tratamientos Cddigo Concentracion  Dilucién de concentracion  Rep. .
por Tratamientos

Trichoderma T 1 x 108 ufc/ml 1 ml Pellet M.0O/99ml de agua 4 4
longibrachiatum peptona

Trichoderma reesei T2 1x 108 ufc/ml 1 ml Pellet M.O/99ml de agua 4 4
peptona

Bacillus subtilis T3 1x 108 ufc/ml 1 ml Pellet M.O/99ml de agua 4 4
peptona

Bacillus licheniformis T4 1x107ufc/ml 1 ml Pellet M.O/99ml de agua 4 4
peptona

TOTAL 16

3.6. FACTOR EN ESTUDIO

Microorganismos Trichoderma longibrachiatum (T1), Trichoderma reseei (T2), y

Bacterias Bacillus subtilis (T3), Bacillus licheniformieei (T4).
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3.7.VARIABLES

3.7.1. VARIABLE INDEPENDIENTE
e Microorganismo (Hongos y Bacterias).
3.7.2. VARIABLE DEPENDIENTE

e Captacion de carbono en plantaciones de cacao nacional (Theobroma
cacao L).

e Pardmetros quimicos del suelo.

3.8. MANEJO DEL EXPERIMENTO

3.8.1. FASE I. ACTIVACION DE CEPAS FUNGICAS (Trichoderma
longibrachiatum Y Trichoderma reesei) Y BACTERIANAS (Bacillus
subtilis Y Bacillus licheniformis), A NIVEL DE LABORATORIO EN LA
ESPAM MFL

e Actividad 1. Activacion de los microorganismos aislados

La activacion de las cepas microbianas (Trichoderma longibrachiatum vy
Trichoderma reesei) y bacterianas (Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis) se llevo
a cabo mediante el procedimiento detallado por Mendoza et al. (2017) el cual consta
de los siguientes procedimientos:

- Activacion de Bacterias

e Para activar las bacterias, se tom6 una muestra de las cepas utilizando un
asa de inoculaciéon Difco™, con un volumen de 10 pl, y se introdujeron junto
con 0,025 ml de agua peptona en un tubo de ensayo graduado de 25 ml
HANNA®.

e Este tubo se tap6 herméticamente y se agitdé suavemente para asegurar una

distribucion uniforme de las bacterias en el medio liquido.
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e Después de la activacion en el medio liquido, se utilizé un asa de inoculacién
Difco™ estéril para transferir una pequefia cantidad de la suspension
bacteriana activada a las placas Petri Fisherbrand™ de 75x14 mm

previamente preparadas con 25 g de Agar nutritivo.

e El asa se esterilizé mediante calor antes de cada transferencia, luego, se
distribuyd la suspensién bacteriana sobre la superficie del Agar nutritivo de

manera uniforme.

e Las placas Petri se taparon y se colocaron en una incubadora a una
temperatura constante de 37°C, la incubacion se llevé a cabo en
condiciones de aerobiosis para permitir el crecimiento 6ptimo de las

bacterias durante un periodo de 24 horas.

e Transcurrido el periodo de incubacion, se retiraron las placas de la
incubadora y se realiz6 la primera lectura de las colonias bacterianas. Esta
lectura se efectué mediante la observacion visual de las placas con el

proposito de evaluar el crecimiento y desarrollo de las bacterias.
- Activacion de Hongos

e Se prepararon placas Petri Fisherbrand™ de 75x14 mm con 20 g de Agar

Papa Dextrosa (PDA), un medio de cultivo sélido adecuado para hongos.

e Utilizando un asa de inoculacion Difco™ estéril, se transfirio 10 pl de la
suspension de hongos a las placas Petri previamente preparadas con Agar
Papa Dextrosa (PDA), el asa de inoculacion se esterilizé mediante calor

antes de cada transferencia.

e Las placas Petri se colocaron en un lugar oscuro a temperatura ambiente,
este entorno oscuro replicé las condiciones Optimas para el crecimiento de

los hongos.

e Luego de un periodo de incubacién de 24 horas, se procedio a la revision
de las placas para evaluar el crecimiento y desarrollo de las colonias de

hongos activadas.
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e Actividad 2. Reproduccion de los microorganismos

Para el desarrollo de la siguiente actividad se tom6 como referencia al Protocolo
para la reproduccion de cepas nativas en laboratorios artesanales (Ministerio de
Agricultura y Ganaderia de Ecuador [MAG], 2014; Mero 2019):

e Se coloc6 con una pipeta electronica pipet4u® 10 ml de agua (destilada y
estéril) en las cajas Petri Fisherborand™ de 75x14 mm de las cepas de
microorganismos activados, con un asa de platino Parmer™ (flameada y
enfriada) se hizo un ligero raspado sobre el inoculd (cuidando de no dafar
el medio),

e Posteriormente se coloco la dilucién de las cepas en tubos Fisherbrand™ de
15 ml para su proceso con la centrifuga Eppendorf™ a 6000 revoluciones
por minutos a 4° C durante 5 minutos, obteniendo el sobrenadante de
desechos producidos y el pellet donde constan los microorganismos. i

e Luego se tom6 1 gramo del pellet de microorganismos por separado
utiizando una pipeta Eppendorf™, posteriormente, se suspendid esta
muestra en un matraz Pyrex™ de 250 ml que contenia 99 ml de agua

peptona.

e A continuacién, se procedid a ajustar la concentracion de microorganismos

realizando diluciones seriadas en un rango desde 1076 hasta 10"8.

3.8.2. FASE Il. DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE LAS CEPAS
FUNGICAS Y BACTERIANAS EN LA CAPTACION DE CARBONO EN LOS
SUELOS DEL CULTIVO DE CACAO NACIONAL.

e Actividad 3. Toma de muestra inicial.

Para el analisis de parametros quimicos y de la prueba de respiracion edafica
(Mineralizacion del Carbono) en muestras de suelo de cultivo de cacao nacional
(Theobroma cacao L.), de la ESPAM MFL pre aplicacion de microorganismos, se
realizé un muestreo de las unidades experimentales, a través de la adaptacion de
actividades ejemplificadas en el instructivo de toma de muestras de suelo de

(Agrocalidad, 2018). Es importante destacar que, si bien se efectudé una recoleccion
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cuidadosa de muestras de suelo, no se realiz6 un andlisis exhaustivo de la
presencia de otros microorganismos en la tierra antes de la aplicaciéon de los

microorganismos del estudio.

e En complemento al llenado de los recipientes plasticos para la distribucién
de las unidades experimentales, para el muestreo, se tomaron de 20 a 25
submuestras, efectuando un recorrido en zigzag que abarque todo el

terreno experimental

e Se cavo un hoyo de una profundidad de 20 cm con las paredes inclinadas
(corte en V).

e De una de las paredes del hoyo, se sacé una tajada de suelo de 5 cm de

grosor.

e Con un cuchillo se eliminaron los extremos laterales del bloque de suelo,

dejando una tajada de 5 cm de ancho.

e Se colocaron las submuestras en un balde plastico y se procedié a

homogeneizarlas.

e Se esparcieron las muestras sobre una lona en una superficie nivelada y
limpia para realizar el proceso de cuarteo hasta recolectar alrededor de 1

kg de muestra representativa.

e Las muestras recolectadas se introdujeron en fundas plasticas totalmente

herméticas para su envio con el fin de evitar la pérdida de humedad.

e El tiempo transcurrido entre la recoleccion de la muestra y el envio al
Laboratorio de Andlisis de Suelos, Plantas y Aguas del (INIAP), en la
Estacion Experimental Tropical Pichilingue en la ciudad de Quevedo fue
de 3 dias.

e Actividad 4. Preparacion de Unidades experimentales.

Para la distribucion de las unidades experimentales, se procedié al llenado de
recipientes plasticos tipo vasos de 907 g con muestras de suelos del cultivo de
cacao nacional (Theobroma cacao L.) provenientes de la carrera de Ingenieria

Agricola de la ESPAM MFL, después de completar el llenado de los recipientes, se
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procedio a etiquetar y dividir segun cada tratamiento (Anexo 1), para posteriormente

colocarlas en un entorno con iluminaciéon natural y temperatura ambiente.
e Actividad 5. Aplicacion de los microorganismos

Para la aplicacion de los microorganismos en las unidades experimentales, se
siguieron los procedimientos detallados por (Bazan, 2017; Torres, 2016; Pastor et
al., 2015).

e La aplicacion de los tratamientos se realizo utilizando una botella plastica
tipo spray graduada de 150 ml, se aplicaron 100 ml de la suspension de

microorganismos por tratamiento, dividiendo la concentracion en 0,25 ml.

e Las macetas se mantuvieron en un entorno adecuado y controlado, con

iluminacion natural, a temperatura ambiente de 20-25°C.

e Se proporciono un riego constante a las macetas para mantener la humedad

del 50 al 70 % requerida para la actividad de los microorganismos.

e Se reviso las macetas y los microorganismos, una vez al dia, a lo largo de
toda la duracion del experimento, hasta que se completaran los andlisis

previstos.

e Actividad 6. Aplicacion del método de respiracion edafica (Mineralizacién

del Carbono)

Se aplico el analisis de la prueba de respiracion edafica (Mineralizacién del
Carbono) a las muestras de suelo obtenidas de las unidades experimentales,

este procedimiento se realiz6 siguiendo las pautas descritas en Arenas (2019):

° Se procedi6 a pesar 44 g de suelo humedo (sin aplicacién de
tratamientos) en una balanza de precision Kern®, y se vacio el suelo
pesado en frascos de vidrios herméticos de 100 ml, con su respectivo

rotulado.

° Se pes6 en dos partes 500 ml de agua destilada en un vaso de
precipitacion Duran Schott® de 600 ml y se los colocé en el agitador y
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se agregd 8 g de pastillas de acido de hidréxido de sodio en cada

vaso de precipitacion.

El contenido de los vasos de precipitacion se colocé en un matraz
Erlenmeyer Fisherbrand™, rotulado con el nombre de “Hidréxido de
sodio (NaOH 0,25 N).

Para la titulacién, en un vaso de precipitacién Duran Schott® de 600
ml se agrega 500 ml de agua destilada, mediante una pipeta graduada

Blaubrand™ se toma 4.6 de &cido clorhidrico al vaso de precipitacion.

Posteriormente, se vacio el contenido del vaso de precipitacion a un
matraz Erlenmeyer Fisherbrand™, rotulados con el nombre de acido
clorhidrico (HCI 0.1 N).

A los frascos con muestras de suelo rotulados, se les agregé un poco
de agua esterilizada para humedecer.

Posteriormente, se agregaron 10 ml de hidroxido de sodio a estos
frascos. Luego, se cerraron herméticamente y se colocaron en un

congelador a una temperatura de 25°C durante 24 horas.

Periddicamente fueron retiraron los viales con Hidroxido de sodio (HCI
0.1 N) para realizar la estimacién del CO:z desprendido en la
respiracion, se vacio el contenido de cada vial en un matraz
Erlenmeyer Fisherbrand™ de 250 ml y se le afiadio 3 ml de &cido
clorhidrico (HCI 0.1 N) y 1 gota de fenolftaleina, con el fin de precipitar
todo el CO2 absorbido hasta que perdiera el color rosa, quedando

blanco.

Para estudiar la evolucion de la respiracion se ubicé nuevamente un
vial con otros 10 ml Hidroxido de sodio (HCI 0.1 N), y se refrigero a
25°C por 24 horas por 7 dias seguidos, dosis a las cuales se les
determiné la concentracion del CO2 con la concentracion del acido

clorhidrico dispuesta en la revision inicial.
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e Actividad 7. Analisis post tratamientos.

La determinacion del efecto de los tratamientos en los suelos de cultivos de cacao
nacional de la ESPAM MFL, se realizaron a los 7 dias posteriores a las aplicaciones
de los tratamientos, dado que se genera una Optima actividad biol6gica en el suelo,
incrementando la captacion de carbono (Guerrero et al., 2012). Se aplicaron cuatro
evaluaciones semanales de las variables quimicas del suelo (tabla 2.5) mediante
andlisis de laboratorio explicado en instancias anteriores, asi también se utilizo la
prueba de respiracién edafica (Mineralizacion del Carbono) con evaluaciones
semanales, mismo que se realizaran mediante el procedimiento anterior descrito

para revision inicial por cada aplicacion de los tratamientos.

Los resultados obtenidos en las instancias anteriores, fueron procesadas mediante
analisis estadisticos como los supuestos de normalidad de datos (Shapiro Wilks),
homogeneidad de varianzas (Test F), andlisis de varianzas (Anova y Kruskal Wallis)
y verificacion de diferencias significativas (Test Tukey) con un valor de probabilidad
del 5%.

3.9. DISENO EXPERIMENTAL

En este estudio, se implement6 un disefio completamente al azar (DCA) (Anexo 1
) con cuatro tratamientos y cuatro repeticiones, los tratamientos evaluados
incluyeron la aplicacion de hongos Trichoderma longibrachiatum (T1) vy
Trichoderma reseei (T2), asi como bacterias Bacillus subtilis (T3) y Bacillus
licheniformieei (T4). Para efectuar el analisis estadistico pertinente, se instaur6 un
disefio de analisis de varianza (ANOVA), tomando en consideracion el siguiente

esquema.

Tabla 3.4. Esquema de analisis de varianza del DCA.

Fuentes de variacion Grados de libertad
Tratamientos 3
Error experimental 12

Total 15
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3.10. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico correspondiente, se sometieron inicialmente las
variables de Parametros Quimicos y Captacién de Carbono del Suelo a pruebas de
normalidad de la varianza, empleando la prueba de homocedasticidad (Test F) y la
prueba de normalidad de los errores (Shapiro-Wilks). Los resultados de estas
pruebas determinaron la aplicacion del (ANOVA), complementado con
comparaciones multiples de las medias mediante el método de Tukey, con un nivel
de significancia del 5%. Los datos fueron registrados y tabulados mediante software
Microsoft Excel (365) y se procesaron mediante el software estadistico InfoStat
v2020.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. ACTIVACION DE LAS CEPAS FUNGICAS (Trichoderma
longibrachiatum Y Trichoderma reesei) Y BACTERIANAS
(Bacillus subtilis Y Bacillus licheniformis), A NIVEL DE
LABORATORIO EN LA ESPAM MFL

Se logré el cumplimiento del objetivo, al activar con éxito las cepas fungicas
(Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei) y bacterianas (Bacillus
subtilis y Bacillus licheniformis) en el laboratorio de la ESPAM MFL. Las cepas
activas mostraron un crecimiento y caracteristicas funcionales adecuadas,
mismo que se sustenta en la capacidad de las cepas para crecer activa y
saludablemente en los medios de cultivo especificos, asi como en la observacion

de caracteristicas morfolégicas y funcionales distintivas (Tabla 4.1)

Tabla 4.1. Comprobacién d la viabilidad de las cepas.

Medio de

. Crecimiento de colonias
Cultivo

Microorganismo Caracteristicas morfolégicas

Trichoderma longibrachiatum

Trichoderma reesei

Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis

La formacion de micelios
densos y colonias de color
blanco en el agar papa
dextrosa fueron indicadores
de un crecimiento saludable
de T. longibrachiatumy T.
reesei. La profusa formacion
de conidios confirma la
vialidad y reproduccion activa
de las cepas fungicas.

Ambas cepas, B. subtilis y B.
licheniformis, presentaron
una pureza adecuada a
través de la tincién Gram,
ademas, exhibieron un
crecimiento robusto en el
agar nutritivo, formando
colonias bien definidas
después de 24 horas de
incubacién.

Los hongos presentaron
capacidad para producir
enzimas amiloliticas mediante
la formacién de halos de
degradaci6n alrededor de las
colonias en el agar.

Esta actividad enzimatica fue
un indicador de la viabilidad
metabdlica y funcional de las
cepas.

La morfologia de las colonias
fue lisa para B. subtilis y rugosa
para B. licheniformis. Se
observ6 una diferencia en las
caracteristicas macroscopicas
de las colonias en agar
nutritivo. B. subtilis formé
colonias de color blanco
cremoso, mientras que B.
licheniformis presento6 colonias
amarillentas, lo que determino
una adaptacion adecuada de
las cepas al medio de cultivo.

Nota: La viabilidad de las cepas activadas, se determinaron de acuerdo a las estimaciones de Urcia y Guevara (2002)

y Calvo y Zafiga (2010)
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Los resultados de la reproduccién de los microorganismos, presentaron una alta
viabilidad celular, para las bacterias (Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis), se
obtuvieron valores de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) superaron las 108
UFC por mililitro, mientras que, para los hongos (Trichoderma longibrachiatum y
Trichoderma reesei), se observaron cifras que superaron las 108 UFC por

mililitro.

Los valores de UFC obtenidos durante esta fase de activacion y reproduccién de
cepas fungicas y bacterianas se encuentran en linea con investigaciones
anteriores realizadas en el campo de la microbiologia, estudios previos, como el
llevado a cabo por Bolafios et al. (2014) y Bampidis et al. (2023) demostraron
gue cepas similares de Trichoderma obtuvieron de 10%a 108 UFC por mililitro. En
complemento, investigaciones como las de Hernandez et al. (2019) y Gonzélez

et al. (2023) obtuvieron de 108 a 101° UFC por mililitro para cepas de Bacillus.

Los parametros obtenidos, demuestran de forma concluyente la efectividad de
las técnicas de conservacion empleadas en la preservacion de las cepas, ya que
las UFC obtenidas indican una poblacion microbiana saludable (Dominguez et
al., 2019). La combinacién de una alta viabilidad celular y una capacidad de
reproduccién significativa ha sido fundamental para garantizar el éxito de la
activacion de estas cepas, lo que resulta en su plena utilidad para futuras

aplicaciones en el ambito agricola y ambiental (Morocho y Leiva, 2019).

4.2. DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE LAS CEPAS
FUNGICAS Y BACTERIANAS EN LA CAPTACION DE CARBONO
EN LOS SUELOS DEL CULTIVO DE CACAO NACIONAL.

4.2.1. CARACTERISTICAS QUIMICAS Y CAPTURA DE CARBONO DEL
SUELO PRE-TRATAMIENTO.

Los datos presentados en la (tabla 4.2) ofrecen una vision detallada del estado
inicial del suelo, en términos generales, se identifican variabilidades en los
parametros quimicos examinados, con algunos valores por debajo de los limites

establecidos, otros en rangos intermedios y algunos que superan los estandares
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establecidos por el Laboratorio de Suelos, Tejidos y Agua del Instituto Nacional

de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

Tabla 4.2. Parametros quimicos iniciales del suelo del area de estudio.

, Pre Parametros de interpretacion (INIAP) .
Parametros Aplicacion . ) Medida
plicacio Bajo (B) Medio (M) Alto (A)
Amonio (NH4) 8B <12,0 12,1-30,0 >30,1
Fosforo (P) 66 A.0-7,0 80 14,0 >15 ppm
Potasio (K) 0,98 <0,20 0,21-0,40 > 0,41
Calcio (Ca) 11 <20 20-4,0 >4 Meq/100ml
Magnesio (Mg) 1,0M <0,80 0,8-2,0 >2,1
Azufre (S) 15 M <5 5-15 > 16
Zinc (Zn) 10B 3,0 3,1-7,0 >71
Cobre (Cu) 2,6 M 1,0 1,1-4,0 >4
Hierro (Fe) 13B 20,0 21,0-400 >41,0 bpm
Manganeso (Mn) 32B 5,0 51-150 >15,1
Boro (B) 0,55 M <022 0,2-0,6 >0,6
Materia Orgéanica (M.O) 7 <30 6,0 - 3,1 > 6,1 %
Parametros Aplizraiién Ahgrgo Acido (A)  Neutro (N) AI?ZI;no Allc\:naul?,no Medida
(Mc) (Al)
pH 6,7 <50 51-64 65-75 7579  >8 AT

Fuente: Laboratorio de suelos, tejidos y agua; Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP)
ppm: Partes por millon

Meq/100ml: Miliequivalentes por 100 mililitros

(%): Porcentaje

La toma de muestras del suelo inicial en términos generales muestra un pH ideal
para suelos de cacao suele oscilar entre 6.0 y 7.5 (Van et al., 2015). En cuanto,
a los niveles de nutrientes, estos varian de acuerdo al genotipo de cacao, de
acuerdo a Cuenca et al. (2019) el porcentaje idéneo de nutrientes para suelos
de cacao nacional fino de aroma es de 10 a 25 ppm para (N), de 15 ppm para
(P) y 40 ppm para (K).

Medidas elevadas de (N) de >30 ppm provoca un crecimiento excesivo de hojas
y ramas, reduciendo la produccién de frutos y aumentar la susceptibilidad a
enfermedades, por otro lado, el exceso de (P) de > 20 ppm reduce la absorcién
de otros nutrientes provocando deficiencias nutricionales (Fernandez et al.,

2016). Ademas, el exceso de (K) con parametros de > 45 ppm disminuye la
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absorcion de (Ca) y (Mg), lo que afecta negativamente la calidad del fruto
(Herrera et al., 2022).

El porcentaje de materia organica en el suelo se ha medido en un 7%, lo cual
cumple con los requisitos especificos para suelos destinados al cultivo de cacao
Nacional en Ecuador, que exigen un contenido de materia organica superior al
2% (Barrezueta, 2019). Estos niveles son esenciales para garantizar la
productividad de las parcelas de cacao, ya que la calidad del suelo es un factor
critico que depende de sus caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas
(Paredes et al.,, 2022). Ademas, la materia organica desempefia un papel
fundamental al permitir la fijacion eficiente del carbono mediante
microorganismos beneficiosos, lo que a su vez contribuye al mantenimiento de

la salud y la fertilidad del suelo (Julca, 2006).
4.2.2. CAPTURA DE CARBONO

Posterior a la recopilacion de los resultados del andlisis quimico inicial, se
prosiguid a evaluar la captura de carbono del suelo sin la adicion de los
tratamientos. Esta evaluacion inicial (tabla 4.3) proporciona una linea base para
reconocer el estado actual de la actividad microbiana y su capacidad para la

captura de carbono.

Tabla 4.3. Captura de carbono sin adicion de microorganismos.

. Parametros iniciales Parametros de interpretacion,
Areas. pre- de la captura de clasificacion agrondmica
tratamientos carbono (mg*kg-s) Bajo Medio Alto
Muestra 1 28
Muestra 2 28
<035 1.05-230 >3.5
Muestra 3 26
Muestra 4 26

Fuente: Respiracion edéfica aplicado por autoras.

mg*kg-s = miligramos por kilogramo de suelo

Nota: Los rangos establecidos para la interpretacion de la captura de carbono se
tomaron de los estudios de Rodriguez y Rodriguez (2015) y Pérez et al. (2021).

Se observa que la captacién de carbono de los microorganismos existentes las
muestras de suelo antes de la aplicacion de las experimentaciones, presentan

una capacidad adecuada de captura de carbono antes de aplicar los

microorganismos con 26 a 28 mg*kg-s. Esta aseveracion se remarca puesto que
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estudios previos han reportado niveles de consumo de carbono similares en la

retencion del carbono atmosférico en forma de materia organica.

Ortiz (2019) mediante su estudio en plantaciones de cacao criollo en
ecosistemas tropicales mantuvo un promedio de absorcion de carbono en suelo
de 35.92 mg*kg-s, logrando obtener valores maximos de 50,27 mg*kg-s en
ciertas areas del terreno experimental. Por su parte Mohammed et al. (2017)
presenté indices superiores con capturas de carbono que oscilaba de entre 50 y
100 mg*kg-s. En el plano local, en un estudio realizado Barrezueta (2019) en la
provincia de El Oro, Ecuador, se encontré que los suelos cultivados con cacao
nacional fino de aroma almacenan carbono en diferentes cantidades que
oscilaban de 33,09 a 45,55 mg*kg-s.

Segun los resultados obtenidos, se demuestra que el suelo presenta una
capacidad notable para retener carbono atmosférico y para mantener una
fertilidad Optima en las plantaciones incluso antes de aplicar los tratamientos,
esto mejora la estabilidad estructural del suelo y promueve la formacion de
agregados que aseguran suficiente aireacion y fijacion de nutrientes en el suelo

para promover el crecimiento de la planta (Lefevre et al., 2017).

4.2.2. CARACTERISTICAS QUIMICAS Y CAPTURA DE CARBONO DEL
SUELO POST-TRATAMIENTOS

Posterior a la aplicacion de los microorganismos, se realizé la determinacion del
efecto de los tratamientos en los suelos de cultivos de cacao nacional de la
ESPAM MFL. Los resultados obtenidos (Tabla 4.3) revelan variabilidades
considerables en los parametros quimicos del suelo ante los parametros
iniciales, al analizar los parametros obtenidos, no se observa una tendencia clara
gue indique que algun tratamiento en especifico haya tenido una incidencia
significativa (p>0,05) sobre las variables estimadas (Anexo 4c). Ante la falta de
una tendencia marcada, la recomendacion de un tratamiento particular en

funcioén de estos resultados no es posible.
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Parametros Pre T4 (Trichoderma T2 T3 T4 (Bacillus ~ P- Parametros de interpretacion (INIAP) .
Quimicos aplicacion longibrachiatum) (Trichoderma (Bacillus licheniformis)  valor Bajo (B Medio (M Alt Medidas
reesei) subtilis) ajo (B) edio (M) o(A)
Amonio (NH4) 8B 29M 22 M 24M 19M >0,999 <12,0 12,1-30,0 > 30,1 .
m
Fésforo (P) 66 57 57 56 66 >0,999 <1,0-70 8,0-14,0 >15 P
Potasio (K) 0,98 179 187 2 1,89 >0,999 <0,20 0,21-0,40 > 0,41
Calcio (Ca) 1 18 18 19 19 50,999 <20 20-40 >4.1 iz |100m
Magnesio (Mg) 1,0 M 4,1 54 4,7 51 >0,999 <0,80 0,8-2,0 >2.1
Azufre (S) 15 M 55 60 55 50 >0,999 <5 5-15 >16
Zinc (Zn) 108 58 M 6,1 M 6M 56 M >0,999 3,0 31-70 >7/1
Cobre (Cu) 26 M 48 47 44 5,2 >0,999 10 11-40 >4,1
Hierro (Fe) 13B 54 56 46 54 >0,999 20,0 21,0-40,0 >41,0 Ppm
Manganeso (Mn) 32B 48B 49B 58M 52M >0,999 50 51-15,0 >15,1
Boro (B) 0,55 M 0,98 0,57 M 0,30 B 0,61 M >0,999 <02 0,2-0,6 > 0,65
Mate”(?woc;?a”"’a 7 8 7.9 8 78 >0,999 <30 6,0-3,1 >6,1 %
, . T2 T3 . Muy . . Muy
uimcos  apicacion  lonsibrachisumy  (Trichoderma  (Bacitus b (S8R T acido APES Neuwro () VRN Alcalin  edida
reesei) subtilis) (MAc) o (MAI)
51- Acidez-
pH 6,7 73 73 73 73 50999 <50 S 65-75 75-79 >8  Alalinida
’ d

Fuente: Laboratorio de suelos, tejidos y agua; Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP)
ppm: Partes por millén
Meq/100ml: Miliequivalentes por 100 mililitros

(%): Porcentaje
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Este panorama de variabilidad en los parametros quimicos del suelo se relaciona
directamente con los niveles de PH y la complejidad de la captacion de carbono
en suelos agricolas (Parent, 2017). La capacidad de retener carbono esta
intrinsecamente vinculada a factores como la composicion de la materia
organica, el tamafio de las particulas, la agregacion del suelo y las propiedades
fisicoguimicas del suelo (Wilman, 2011). En general, la correlacion entre la
captura de carbono y los pardmetros quimicos en suelos agricolas, enfatiza la
crucial importancia de mantener equilibrios adecuados en la composicion del

suelo para lograr una captura de carbono efectivo (Doetterl et al., 2015).

En este contexto, la comprension detallada de los parametros quimicos se torna
esencial para interpretar no solo la variabilidad observada en los resultados, sino
también para proyectar como estos tratamientos pueden afectar la captacion de
carbono a lo largo del tiempo (Osorio, 2009). Por ejemplo, en investigaciones
previas, como la de Ramirez et al. (2019) determinaron que la aplicacion de
microorganismos eficientes (EM) en suelos de cacao le permiti6 mejorar la
captura de carbono, las propiedades fisico quimicas como el pH, la capacidad
de intercambio cationico del suelo y un aumento significativo de la materia

organica.

Por otro lado, Cortez et al. (2015) y Vargas (2018) indican que la inoculacién de
sustratos con microorganismos eficientes (EM) mejora el desarrollo de las
plantas de cacao, esto generado por la capacidad de nutrientes y el nivel de
materia organica obtenida mediante estos. Umafia (2017) por su parte sostiene
microorganismos eficientes, son componentes fundamentales para efectos de
biofertilizacion de suelos, mediante estos presenté mejores estructuras de
nutrientes y materia organica, representado en la eficiencia de la produccion post

tratamientos.

Aspectos similares reportan Obando y Vélez (2023), que con el uso de
Trichoderma longibrachiatum y reesei, Bacillus subtilis y licheniformis en suelos
de café bajo las mismas condiciones de estudio, obtuvieron niveles de pH, macro
y micro nutrientes y materia organica, similares a los de la investigacién por lo

que no mantuvieron una tendencia clara de cual microorganismo utilizado fue
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mas efectivo de forma general. Estas variabilidades segun Parent (2017)
pudiesen estar relacionada directamente con la complejidad de la captacion de
carbono que mantuvieron Obando y Vélez (2023) en los pardmetros de captura

de carbono.

Después de evaluar los parametros quimicos del suelo, se procedié a examinar
las mediciones de la captura de carbono a través de la respiracion edafica, estos
datos permitieron identificar cudles de los tratamientos aplicados contribuyeron
a mejorar la capacidad de retencién de carbono en el suelo de las plantaciones
de cacao nacional fino de aroma. Cabe destacar que la evaluacién de estos
parametros se llevé a cabo considerando supuestos de normalidad de datos
(como se detalla en el Anexo 3a) y la homogeneidad de la varianza (como se
muestra en el Anexo 3b), lo que garantiza la validez de nuestro enfoque

estadistico, como se presenta en la (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Andlisis de la varianza; Captura del carbono post tratamientos.

. - Primera Segunda Tercera Cuarta
Tratamientos Codigo Aplicacién Aplicacion Aplicacion Aplicacion
Trefioderma T 28.75b 26.00c 21.75¢ 15,00b
longibrachiatum)
(Trichoderma reesei) T2 29.00b 25.25bc 20.25b 12.75a
(Bacillus subtilis) T3 26.25a 23.755a 14.25a 11.25a
(Bacillus licheniformis) T4 27.75a 24.25ab 15.25a 12.25a
EE 0.30 0.30 0.32 0.36
cv 2,17 2,40 3,61 5,58
P-valor - <0.0001* 0.0008* <0.0001* <0.0001*

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

E.E = Error Estandar

C.V = Coeficiente de variacion.

P-Valor = Valor de Probabilidad

(mg*kg-s) = Las medias obtenidas se estiman miligramos por kilogramo de suelo

* = Significativo

** = Muy significativo

De forma general se observa diferencias significativas (p<0,05) en todas las
semanas evaluadas entre tratamientos, al analizar las medias de las
experimentaciones, se observa en la primera semana que T? fue
significativamente diferente (p<0,0001**) ante T2 y T4, pero no difiere de los
parametros de T1. En la segunda semana se mantiene la tendencia de la primera,
donde T! muestra diferencias significativas (p<0,0008*) ante T3y T4, sin diferir

en las medias de T2.
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En la tercera y cuarta semana de evaluacion de la captura de carbono, T? sigue
siendo estadisticamente diferente (p<0.0001**) de T2, T2 Y T4, por lo cual se
puede determinar que el uso de Trichoderma longibrachiatum dispuesto en el T4,
muestra una tendencia a mantener un nivel constante de captura de carbono a
lo largo de las semanas, aunque con una ligera disminucion hacia la cuarta
semana. Tendencia que se revela en T2 con el uso del Trichoderma reesei,

aungue en menores proporciones a partir de la segunda semana.

Los parametros obtenidos sugieren que T! y T2 con el uso de los
microorganismos Trichoderma longibrachiatum y reesei, son los tratamientos
mas efectivos para mantener niveles superiores de captura de carbono en el
suelo a lo largo del tiempo, en comparacién con los tratamientos con Bacillus

subtilis y licheniformis (Gonzalez et al., 2023; Conrado et al., 2022).

Existe una tendencia general de disminucién en la capacidad de captura de
carbono a partir de la segunda semana en todos los tratamientos, en
comparacion con los valores iniciales (pre aplicacién). Esto pudiese estar
relacionado a la adaptacion de microorganismos a un nuevo suelo, debido a que
Sus procesos de crecimiento y estabilizacion tienen una respuesta mas lenta a
en nuevos suelos afectando su respiracion y a la captura de carbono (Brangari
et al., 2020).

Esta desconexion entre la respiracion microbiana y el crecimiento puede afectar
el presupuesto de carbono del suelo y el equilibrio a largo plazo de las reservas
de carbono del suelo (Wu et al.,, 2019). A continuacién, se presenta una
comparativa de estos resultados antes de la aplicacion de las cepas, y de las

cuatro aplicaciones realizadas para cada tratamiento (tabla 4.6).

Tabla 4.6. Captura de carbono en las diferentes aplicaciones

. — Primera Segunda Tercera Cuarta
Tratamientos Pre Aplicacién L U L L
Aplicacion Aplicacion Aplicacion Aplicacion
(Trichoderma 28 28.75 26.00 2175 15,00
longibrachiatum)
(Trichoderma reesei) 28 29.00 25.25 20.25 12.75
(Bacillus subtilis) 28 26.25 23.75 14.25 11.25
(Bacillus licheniformis) 28 27.75 24.25 15.25 12.25

% = Eficiencia en la captacion de carbono
Nota: Las medias obtenidas se estiman en miligramos por kilogramo de suelo (mg*kg-s)
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El andlisis de la captura de carbono a lo largo de las diferentes aplicaciones
revela patrones distintivos en la respuesta de los tratamientos con
microorganismos, inicialmente, se identificaron leves incrementos en la captura
de carbono con las cepas de Trichoderma, pero estas tendencias positivas se
transformaron en disminuciones progresivas en las semanas subsiguientes. Por
otro lado, los tratamientos con Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis mostraron
disminuciones desde la primera aplicacion, con reducciones mas pronunciadas

en aplicaciones posteriores.

De acuerdo a las posturas de Obando y Vélez (2023) aunque la presencia de
hongos y bacterias puede tener un impacto positivo en la captacion de CO?, otros
factores pueden influir en la eficiencia general del proceso. Estos factores se
relacionan con la liberacién del carbono capturado por el suelo para su utilizacion
por parte de las plantas y microorganismos, asi como a la descomposicion de la
materia organicay otros procesos naturales del suelo (Pérez et al., 2021; Zamora
et al., 2020).

Para Yang et al. (2023) el descenso de la captacion de carbono en suelos
agricolas inoculados con microorganismos eficientes a lo largo del tiempo puede
atribuirse a varios factores, en primer lugar, la adicion de materia organica al
suelo conduce a una rapida inmovilizacién inicial del carbono por la biomasa
microbiana. A esta inmovilizacién le sigue la liberacion de carbono como CO?,

gue es un subproducto del metabolismo microbiano (Kumar et al., 2022).

Adicionalmente, la presencia de un exceso de glucosa y nutrientes inorganicos,
como se evidencié en los tratamientos aplicados, incide negativamente en la
eficiencia del uso del carbono microbiano y, por ende, en la posterior liberacién
de carbono (Yichao et al., 2016). A su vez, la comunidad microbiana
implementada, puede priorizar los procesos catabdlicos sobre la absorcién de
carbono, lo que lleva a una disminucion en los niveles de absorcion de este

componente en el suelo (Baghaie, 2020).

Esta disminucién también se remarca en estudios como el de Obando y Vélez
(2023) que con el uso de microorganismos como Trichoderma longibrachiatum y

reesei, Bacillus subtilis y licheniformis en suelos de café, solo presentaron
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ganancias de consumo de carbono en la primera aplicacion de los tratamientos,
donde las medias mas significativas se presentaron en los tratamientos con

hongos Trichoderma longibrachiatum y reesei.

En estudios de diferentes suelos agricolas aplicada por Santos et al. (2018)
obtuvieron una concentracion de carbono promedio 14,2 mg*kg-s. En adicién,
estudios en suelo de café como el de Koné et al. (2019) y Vargas (2018),
obtuvieron una concentracion de carbono del 12 y 7,1 mg*kg-s y Mohammed et

al. (2017) obtuvo una media de 10,0 mg*kg-s en suelos agricolas.

Una particularidad de estos estudios relacionada a los resultados obtenidos, es
gue las ganancias de consumo de carbono no son consistentes en el tiempo, y
varian en funcién de ciertos factores ambientales y condiciones del suelo. Esta
variabilidad temporal resalta la complejidad de las interacciones suelo-
microorganismo y sugiere la necesidad de considerar un monitoreo continuo
para comprender mejor las dindmicas de captura y liberacion de carbono en el

contexto especifico del estudio (Ortiz, 2019; Barrezueta, 2019).

Pese a las disminuciones presentes en la captura de carbono de los suelos
evaluados, por factores asociados a la adaptacion de los microorganismos a
nuevos suelos (Brangari et al., 2020)., la priorizacion de sus procesos
catabdlicos sobre la absorcion de carbono (Baghaie, 2020)., competencias con
sus semejantes y parasitismo (Wu et al., 2019)., y la disminucién de la materia
organica, que afecta sus funciones, incluyendo la captura de carbono (Pérez et
al.,, 2021). Se observa que los microorganismos utilizados lograron captar
carbono en los suelos muestreados, donde el Trichoderma longibrachiatum (T%),
es el tratamiento mas efectivo para mantener niveles superiores de captura de

carbono en suelos de cacao nacional a lo largo del tiempo.

A razon de lo anterior se procede a aceptar la hipotesis alternativa y se desestima
la hipétesis nula, donde las dosis aplicadas de cepas fangicas (Trichoderma
longibrachiatum y reesei) y bacterianas (Bacillus subitilis y licheniformis), inciden
en la captacion de carbono a través de la respiracion de los suelos de
plantaciones de cacao nacional (Theobroma cacao L).



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

En la activacion de las cepas fangicas (Trichoderma longibrachiatum y
reesei) y bacterianas (Bacillus subtilis y licheniformis), se obtuvo una alta
viabilidad celular, con valores de Unidades Formadoras de Colonia (UFC)
gue superaron las 106 UFC/ml para los hongos y las 108 UFC/ml para las
bacterias, estos resultados indican que las cepas seleccionadas tienen una
gran capacidad para formar colonias y proliferar en los medios de cultivo,

haciéndolas propicias para las experimentaciones empleadas.

En lo referente a la influencia de las bacterias (Bacillus subtilis y Bacillus
licheniformis) y hongos (Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei)
sobre los parametros quimicos del suelo, se observé un incremento en estos
valores durante el transcurso de las experimentaciones que se asocian a la
neutralidad del pH, sin embargo, no se evidencié una tendencia significativa

para algun tratamiento en especifico.

Las cepas fungicas Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei, asi
como las bacterianas Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis, demostraron
la capacidad de capturar carbono en los suelos sometidos a
experimentacion, destacando, entre ellas, Trichoderma longibrachiatum (T?)
como el tratamiento mas efectivo para mantener niveles superiores de
captura de carbono en suelos de cacao nacional a lo largo del tiempo con
una media de 28,75 a 15 mg*kg-s.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Se recomienda incorporar la toma de parametros fisicos del suelo en futuras
investigaciones relacionadas con la captacion de carbono mediante cepas
de microorganismos en suelos agricolas, esto permitira una evaluacion mas
precisa de la capacidad del suelo para retener carbono, optimizando asi las
estrategias de manejo y destacando el potencial de estas cepas para mejorar

la salud y sostenibilidad de los suelos.

e Realizar un monitoreo continuo y periédico de la propiedades quimicas del
suelo, para evaluar a largo plazo el impacto de los microorganismos
aplicados y ajustar las practicas de manejo en funcion de las necesidades

del suelo y las plantaciones de cacao.

e Considerando que los resultados mostraron una disminucion en la captura
de carbono a medida del tiempo de evaluacién, se propone plantear futuras
investigaciones en donde utilicen otra metodologia para evaluar la captura
de Carbono, para comprender mejor los factores que influyen en esta
disminucién y explorar otras estrategias de conservacion de niveles 6ptimos

de captura de carbono a lo largo del tiempo.
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(Repeticion D) (Repeticion A) (Repeticion B) (Repeticion C)
B. licheniformis T. Longibrachiatum T. reesei B. Subtilis

(Repeticion A) (Repeticion C) (Repeticion B) (Repeticion D)

T. Longibrachiatum B. Subtilis T. reesei B. licheniformis

(Repeticion B) (Repeticion A) (Repeticion C) (Repeticion D)
B. Subtilis T. reesei B. licheniformis T. Longibrachiatum

(Repeticion C) (Repeticion A) (Repeticion B) (Repeticion D)

ANEXO 2. FOTOGRAFIAS TOMADAS EN EL PROCESO DE LA

INVESTIGACION

Anexo 2A. Preparacién del caldo nutritivo.

Anexo 2B. Siembra de hongo en caja Petri.
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Anexo 3C. Siembra de la bacteria en caja Petri. Anexo 4D. Obtencién del pele.

Anexo 2F. Seleccion de microorganismo.
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Anexo 1G. Preparacion del caldo de cultivo. Anexo 1H. Incubacion de microorganismo.
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ANEXO 2. ANALISIS QUIMICOS APLICADOS AL SUELO DE
CACAO NACIONAL

ANEXO 2A. ANALISIS QUIMICO INICIAL

) ESTACION EXPERIMENTAL TROPICAL "PICHILINGUE"
( J LABORATORIO DE SUELOS, TEJIDOS VEGETALES Y AGUAS
'"l ﬂp Km. 5 Carretera Quevedo - El Empalme; Apartado 24
T Quevedo - Ecuador Teléf: 052 783044 suelos eetp@iniap.gob. ec
REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD PARA USO DEL LABORATORIO
Nombre : ALCIVAR INTRIAGO FABRICIO Nombre : ESPAM-MFL Cultivo Actual : Cacao
Direcciéon  : MA}\!ABI /BOLIVAR Provincia : Manabi N” Reporte : 10112
Ciudad : BOLIVAR / CALCETA Cantén : Bolivar Fecha de Muestreo : 16/9/2022
Teléfono  : 0986449669 Parroquia : Fecha de Ingreso : 30/9/2022
Fax : falcivar@espam.edu.ec Ubicacién : Fecha de Salida : 17/10/2022
N° Muest. Datos del Lote ppm meq/100ml ppm
Laborat. Identificacién NH4 P K Ca Mg S Zn Cu Fe Mn B
108081 Lote Cacao Nacional | 8 B[ 66 A 098 A| Il A 1LLOM 15 M 1,0 B|] 26 M 13 Bf 32 B| OS5 M
108082 | Lote Cacao CCN 51 | 9 B| 8 A| 08 A| 11 A 1,1 M 18 M 1,5 B 35 M 11 Bl 34 B| 058 M
108083 | Lot Café 5 B| 91 A| 108 A| 12 A| 13 M 20 M 1,1 B|] 25 M 10 B[ 33 B| 0,50 M
/ R
L £
F
fecz
INTERPRETACION METODOLOGIA USADA EXTRACTANTES
pH Elementos: de Nu B | [pH = Suclo: agua (1:2,5) Olsen Modificado
MAe = Muy Acido LAc = Liger. Acido LAl = Lige. Alcalino RC = Requiere Cal B =Bajo NP.B = Colorimetria NP K,Ca,Mg.Cu,Fe,Mn,Zn
Ac = Acido PN = Prac. Neutro MeAl = Media. Alcalino M = Medio s Turbidimens Fosfato de Calcio Monobisico
MeAe = Media. Acido N - szn: Al = Alcalino A=Al K.(‘l..M;.Cu.Fc.MI.Zn,\ xAlHrcion BS
RESPONSABLE D -SUELOS Y AGUAS RESPONSABLE LABORATORIO

ANEXO 2B. ANALISIS QUIMICO POST APLICACION DE
TRATAMIENTOS.

'/ ESTACION EXPERIMENTAL TROPICAL "PICHILINGUE"
g‘ ® LABORATORIO DE SUELOS, TEJIDOS VEGETALES Y AGUAS
I “ i n P Km. § Carretera Quevedo - EI Empalme; Apartado 24
e = Quevedo - Ecuador Teléf: 052 783044 suclos.cctp@iniap.gob.ec
REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DATOS DEL PROPIETARIO | DATOS DE LA PROPIEDAD | PARA USO DEL LABORATORIO
Nombre : ALCIVAR INTRIAGO FABRICIO ENRIQUE Nombre : S/IN Cultivo Actual : Cacao
Direccién  : MANABI/ BOLIVAR Provincia : Manabi Reporte : 11041
Ciudad : BOLIVAR Cantbén : Bolivar Fecha de Muestreo @ 10772023
Teléfono  : 0986449669 Parroquia : Calceta Fecha de Ingreso 1 127772023
Fax : falcivar@espam.odu.cc Ubleacién  : Via Figueroa Fecha de Salida : 287772023
N* Muest. Datos del Lote ] ppm [ meg/100m! | ppm
Laborat. Identificacion Area | pH NH4| P K | Ca Mg S Zn Cu Fe Mn B
1 + - 4 4 + 4 + —1- —
110099 Hact BMC-21-TI{CON 51) ‘ 5.6 MeAc 22 M| 48 1.56 A ’ 14 A| 43 49 A 34 M $2 A 174 Al 185 A| 0S8 M
110100 Bact BMC-S4.T1(C Nacional) | | 73. PN 29 M| 5§57 A 1.79 A 18 A 4.1 Al S5 A 58 M 48 A 5S4 Al 48 B| 098 M
110101 | Bact BMC-31-T2(CON $1) 5.7 MeAc 23 m| 44 A 157 A 15 A s a] 90 A 28 m| 43 Al 158 A 159 4| 096 m
110102 Hact BMC-44-T2(C Nacional) | 73 PN 2 M| ST A 1,87 A| I8 A| 5S4 Al 60 A 6,1 M 47 A S6 Al 49 B| O0S7T M
110103 Hong EM-72-TXC Nacional) 73 PN 24 M| S6 A 200 19 A 47 Al S5 A 60 M 44 A 46 A S8 M 030 B
110104 Hong EM-72-THCCN $1) 5.5 Ac RC 23 M| 49 2,03 A 16 A| 48 A| 43 A | 24 M 46 A 157 Al 1S3 Al 071 M
110108 Hong EM-49-T4HC Nacional ) 73 PN 19 B| 66 1,89 19 A Sl Al SO A | s6 M $2 A 54 A 52 M| 061 M|
110106 | Hong EM-49-T4CON 51) l 5.6 MeAc 22 M| 48 A 1,78 A| 16 A| 5.0 Al 51 Al 23 M| 49 A] 150 A 129 M| 070 M|
[ INTERPRETACION METODOLOGIA USADA EXTRACTANTES
! pit | Elementos: de N a B | | pHl Suclo: agus (1:2,5)] Olsen Modificado
| MAe = Muy Acido LAc = Liger. Acido Lige. Alcalino RC Requicre Cal | Rajo INpB Colocmetria NS g CuFeMnZa
‘ Ac “ Acido N Prac. Newtro =~ Media Alcaline M= Medio s Turbidimetria Fosfato de Calcio Monobisico
Mere = Medim Acido N Neutro Al = Alaalino A= Alo | KCaMgCoFeMaZn = Absorcion momic BS
. e [[Sovwormsee st i =
< / \ / /
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"4 ESTACION EXPERIMENTAL TROPICAL "PICHILINGUE"
& ® LABORATORIO DE SUELOS, TEJIDOS VEGETALES Y AGUAS
- I N ' n p Km. 5 Carretera Quevedo - EI Empalme; Apartado 24

Quevedo - Ecuador Teléf: 052 783044 suelos.cetp@iniap.gob.ec

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS

DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PROPIEDAD PARA USO DEL LABORATORIO
Nombre : ALCIVAR INTRIAGO FABRICIO ENRIQU | Nombre :S/N Cultivo Actual : Cacao
| Direccibn : MANABI/BOLIVAR Provincia : Manabi N° de Reporte : 11041
| Cindad : BOLIVAR Cantén : Bolivar Fecha de Muestreo @ 10/7/2023
Teléfono  : 0986449669 Parroquia : Calceta Fecha de Ingreso : 12/7/2023
Fax : falcivar@espam.edu.cc Ubicacién : Via Figueroa Fecha de Salida : 28/7/2023
oy — e T o5 Il & =T : B
Muest. meg/100ml dS/m (%) Ca Mg |(Ca+Mg|meq/100ml || (meg/l)¥a ppm Textura (%) |
Laborat. Al+H Al Na C.E. M.O. Mg K K L Bases ‘ RAS Cl Arenal LimolArcillu‘ Clase Textural
110099 0,20 0,09 7.1 321276 | 1,73 20,06 ‘
110100 8,0 | 43229 12,35 23.89
110101 0,11 0,01 7.4 29 [ 3,25 12,80 21,78
110102 ‘ 7,9 33 ‘ 2,89 | 12,51 25,27 } |
[ 110103 8,0 40| 235 11,85 | 2570 [ |
‘ 110104 0,35 | 0,18 6,7 || 3.3 | 2,36 10,25 23,18 ‘
| 110105 78 A| ‘ 3,7 (270 | 1275 | 2599 ‘
| 110106 | 021 B| 010 & | 6,1 32 (281 | 11,80 | 22,99
INTERPRETACION | I ABREVIATURAS y METODOLOGIA USADA }
Al+H, Al y Na C.E. M.O.y CI
B Bajo NS = NoSalino 8 Salino B = Bajo | C.E. = Conductividad Fléctrica CE. = Conductimetro
M Medio LS = Lig Salino MS Muy Sdino ALl = Medio M.O. Materia Organica M.O. Titulacion de Welkley Blac
1 Toxico e Alto ‘ RAS = Relacion de Adsorcion de Sodio AWH_= Fhlacién con NeOH
X W oz | (epraprry
RESPONSABLE DPTO/SUELOS Y AGUA! RESPONSABLE LABORATORIO
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ANEXO 3. ANALISIS ESTADISTICOS DE LA EVALUACION DE LA

CAPTURA DE CARBONO

Anexo 3A. Normalidad de datos (Shapiro Wilks)
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable Media DE. W p(Unilateral D)

RDUO Amonio (NH4) 000 000 sd >0,9999
RDUO Fésforo (P) 000 0,00 sd >0,9999
RDUO Potasio (K) 000 000 sd >0,9999
RDUO Calcio (Ca) 000 0,00 sd >0,9999

n
4
4
4
4
RDUO Magnesio (Mg) 4 0,00 0,00 064 <0,0001
RDUO Azufre (S) 4 000 000 sd >0,9999
RDUO Zinc (Zn) 4 000 000 sd >0,9999
RDUO Cobre (Cu) 4 0,00 0,00 098 0,9110
RDUO Hierro (Fe) 4 0,00 0,00 sd >0,9999
RDUO Manganeso (Mn) 4 000 000 sd >0,9999
RDUO Boro (B) 4 0,00 000 0,64 <0,0001
RDUO Materia Organica (M.O.. 4 0,00 0,00 sd >0,9999

Variable n__ Media D.E. W*  p(Unilateral D)
RDUO Primera Semana 16 0,00 0,41 0,92 0,3270
RDUO Segunda Semana 16 0,00 041 0,93 0,4544
RDUO Tercera Semana 16 0,00 0,22 087 0,0648
RDUO Cuarta Semana 16 0,00 0,37 0091 0,2727




Anexo 3B. Homocedasticidad de la varianza (Test F)

Prueba F para igualdad de varianzas

Variable Grupo(1) Grupo(2) n(1) n(2) Var(1) Var(2) F D
Primera Semana  {T1 (Trichoderma longibrac.. {T2 (Trichoderma reesei)} 4 4 092 000 2,65 <0,2204
Primera Semana  {T1 (Trichoderma longibrac.. {T3 (Bacillus subtilis)} 4 4 092 025 367 0,571
Primera Semana  {T1 (Trichoderma longibrac.. {T4 (Bacillus licheniformi.. 4 4 0,92 0,25 3,67 0,1571
Primera Semana  {T2 (Trichoderma reesei)}  {T3 (Bacillus subtilis)} 4 4 0,00 0,25 0,00 >0,9999
Primera Semana  {T2 (Trichoderma reesei)}  {T4 (Bacillus licheniformi.. 4 4 0,00 0,25 0,00 >0,9999
Primera Semana  {T3 (Bacillus subtilis)} {T4 (Bacillus licheniformi.. 4 4 025 025 1,00 0,5000
Segunda Semana {T1 (Trichoderma longibrac.. {T2 (Trichoderma reesei)} 4 4 0,67 0,25 2,67 0,2209
Segunda Semana {T1 (Trichoderma longibrac.. {T3 (Bacillus subtilis)} 4 4 067 025 267 02209
Segunda Semana {T1 (Trichoderma longibrac.. {T4 (Bacillus licheniformi.. 4 4 0,67 0,25 267 0,2209
Segunda Semana (T2 (Trichoderma reesei)}  {T3 (Bacillus subtilis)} 4 4 0,25 0,25 1,00 0,5000
Segunda Semana {T2 (Trichoderma reesei)}  {T4 (Bacillus licheniformi.. 4 4 025 025 1,00 0,5000
Segunda Semana {T3 (Bacillus subtilis)} {T4 (Bacillus licheniformi.. 4 4 0,25 0,25 1,00 0,5000
Tercera Semana  {T1 (Trichoderma longibrac.. {T2 (Trichoderma reesei)y 4 4 092 025 3,67 0,1571
Tercera Semana  {T1 (Trichoderma longibrac.. {T3 (Bacillus subtilis)} 4 4 092 025 3,67 0,1571
Tercera Semana  {T1 (Trichoderma longibrac.. {T4 (Bacillus licheniformi.. 4 4 092 0,25 3,67 0,1571
Tercera Semana  {T2 (Trichoderma reesei)}  {T3 (Bacillus subtilis)} 4 4 025 025 1,00 0,5000
Tercera Semana  {T2 (Trichoderma reesei)} {T4 (Bacillus licheniformi.. 4 4 025 0,25 1,00 0,5000
Tercera Semana  {T3 (Bacillus subtilis)} {T4 (Bacillus licheniformi.. 4 4 025 0,25 1,00 0,5000
Cuarta Semana {T1 (Trichoderma longibrac.. {T2 (Trichoderma reesei)y 4 4 0,67 092 0,73 0,6001
Cuarta Semana {T1 (Trichoderma longibrac.. {T3 (Bacillus subtilis)} 4 4 067 025 267 02209
Cuarta Semana {T1 (Trichoderma longibrac.. {T4 (Bacillus licheniformi.. 4 4 067 025 267 0,2209
Cuarta Semana {T2 (Trichoderma reesei)}  {T3 (Bacillus subtilis)} 4 4 092 025 3,67 01571
Cuarta Semana {T2 (Trichoderma reesei)}  {T4 (Bacillus licheniformi.. 4 4 092 0,25 3,67 0,1571
Cuarta Semana {T3 (Bacillus subtilis)} {T4 (Bacillus licheniformi.. 4 4 025 025 1,00 0,5000

Anexo 3C. Andlisis de la varianza y Post Hoc Tukey

Anélisis de la varianza

Primera Semana

Variable

N R* RPA] CV

Primera Semana 16 0,89 0.86 2.17

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC_ g CM F p-valor
Modelo 3369 3 11,23 31,71 <0,0001
Tratamientos 33,69 3 11,23 31,71 <0,0001
Error 425 12 0,35
Total 3794 15
Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,24935
Error: 0,3542 gl: 12

Tratamientos Medias n E.E.

4 (Bacillus licheniformis.. 2575 4 0,30A
T3 (Bacillus subtilis) 2625 4 0,30A
1 (Trichoderma longibrach.. 28,75 4 0,30 B
T2 (Trichoderma reesei) 2900 4 030 B

Mediias con una letra comtin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Segunda Semana

Variable

N R* R*A] CV

Segunda Semana 16 0,74 0,68 240




Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC g CM _F p-valor
Modelo 12,19 3 4,06 11,47 0,0008
Tratamientos 1219 3 4,06 11,47 0,0008
Error 425 12 0,35
Total 16,44 15

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,24935
Error: 0,3542 gl: 12

Tratamientos Medias n E.E.
T3 (Bacillus subtilis) 23,75 4 030A
T4 (Bacillus licheniformis.. 2425 4 0,30AB
T2 (Trichoderma reesei) 2525 4 030 BC

T1 (Trichoderma longibrach.. 26,00 4 0,30 c
Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tercera Semana

Variable N R2 R2A| CV
TerceraSemana 16 0,97 096 3,61

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC g CM F p-valor
Modelo 162,75 3 54,25 130,20 <0,0001
Tratamientos 162,75 3 54,25 130,20 <0,0001
Error 5,00 12 042
Total 167.75 15

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,35511
Error: 0,4167 gl: 12

Tratamientos Medias n E.E.
T3 (Bacillus subtilis) 1425 4 032A
T4 (Bacillus licheniformis.. 1525 4 0,32A
T2 (Trichoderma reesei) 2025 4 032 B
T1 (Trichoderma longibrach.. 2175 4 032 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Cuarta Semana

Variable N R R2A] CV
Cuarta Semana 16 082 0,78 558

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC g CM__F p-valor
Modelo 2869 3 9,56 18,36 0,0001
Tratamientos 2869 3 956 18,36 10,0001
Error 6,25 12 0,52
Total 3494 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,51506
Error: 0,5208 gl: 12

Tratamientos Medias n E.E.
T3 (Bacillus subtilis) 11,25 4 036A
T4 (Bacillus licheniformis.. 12,75 4 036A
T2 (Trichoderma reesei) 12,75 4 0,36 A

T1 (Trichoderma longibrach.. 1500 4 036 B
Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 4C. Kruskal Wallis, parametros quimicos post tratamientos

Prueba de Kruskal Wallis

Variable Tratamientos N Medias p
Amonio (NH4)  T1(Trichoderma longibrach.. 1 29,00 >0,9999
Amonio (NH4) T2 (Trichoderma reesei) 122,00
Amonio (NH4) T3 (Bacillus subtilis) 124,00
Amonio (NH4) T4 (Bacillus licheniformis.. 1 19,00
Variable Tratamientos N Medias p
Fésforo (P) 1 (Trichoderma longibrach.. 1 57,00 >0,9999
Fésforo (P) T2 (Trichoderma reesei) 1 57,00
Fésforo (P) T3 (Bacillus subtilis) 1 56,00
Fésforo (P) 4 (Bacillus licheniformis.. 1 66,00
Variable Tratamientos N Medias p
Potasio (K) 1 (Trichoderma longibrach.. 1 1,79 >0,9999
Potasio (K) T2 (Trichoderma reesei) 1 1,87
Potasio (K) 3 (Bacillus subtilis) 12,00
Potasio (K) 4 (Bacillus licheniformis.. 1 1.89
Variable Tratamientos N Medias p
Calcio (Ca) 1 (Trichoderma longibrach.. 1 18,00  >0,9999
Calcio (Ca) T2 (Trichoderma reesei) 1 18,00
Calcio (Ca) 3 (Bacillus subtilis) 1 19,00
Calcio (Ca) 4 (Bacillus licheniformis.. 1 19,00
Variable Tratamientos N Medias p
Magnesio (Mg) 1 (Trichoderma longibrach.. 1 410  >0,9999
Magnesio (Mg) T2 (Trichoderma reesei) 1 5,40
Magnesio (Mg) 3 (Bacillus subtilis) 1 4,70
Magnesio (Mg) 4 (Bacillus licheniformis.. 1 510
Variable Tratamientos N Medias p
Azufre (S) 1 (Trichoderma longibrach.. 1 55,00 >0,9999
Azufre (S) T2 (Trichoderma reesei) 1 60,00
Azufre (S) 3 (Bacillus subtilis) 1 55,00
Azufre (S) 4 (Bacillus licheniformis.. 1 50,00
Variable Tratamientos N Medias p
Zinc (Zn) 1 (Trichoderma longibrach.. 1 580  >0,9999
Zinc (Zn) T2 (Trichoderma reesei) 1 6,10
Zinc (Zn) 3 (Bacillus subtilis) 1 6,00
Zinc (Zn) 4 (Bacillus licheniformis.. 1 5,60
Variable Tratamientos N Medias p
Cobre (Cu) 1 (Trichoderma longibrach.. 1 4,80 >0,9999
Cobre (Cu) T2 (Trichoderma reesei) 1 4,70
Cobre (Cu) 3 (Bacillus subtilis) 1 440
Cobre (Cu) 4 (Bacillus licheniformis.. 1 520
Variable Tratamientos N Medias D
Hierro (Fe) T1 (Trichoderma longibrach.. 1 54,00  >0,9999
Hierro (Fe) 2 (Trichoderma reesei) 1 56,00
Hierro (Fe) T3 (Bacillus subtilis) 1 46,00
Hierro (Fe) 4 (Bacillus licheniformis.. 1 54,00




Variable Tratamientos N Medias p
Manganeso (Mn) T1 (Trichoderma longibrach.. 1 480  >0,9999
Manganeso (Mn) T2 (Trichoderma reesei) 1 4,90
Manganeso (Mn) T3 (Bacillus subtilis) 1 5,80
Manganeso (Mn) T4 (Bacillus licheniformis.. 1 5,20
Variable Tratamientos N Medias p
Boro (B) T1 (Trichoderma longibrach.. 1 0,98 >0,9999
Boro (B) T2 (Trichoderma reesei) 1 0,57
Boro (B) T3 (Bacillus subtilis) 1 0,30
Boro (B) T4 (Bacillus licheniformis.. 1 0,61

Variable Tratamientos N Medias D
Materia Orgénica (M.0)  T1 (Trichoderma longibrach.. 1 8,00 >0,9999
Materia Organica (M.O) T2 (Trichoderma reesei) 1790
Materia Orgénica (M.O) T3 (Bacillus subtilis) 1 8,00
Materia Organica (M.O) T4 (Bacillus licheniformis.. 1790
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