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RESUMEN

Se evaluo la eficiencia de captura de carbono de cepas fungicas y bacterianas
en plantaciones de cacao CCN 551 (Theobroma cacao L.) de la Ciudad de
Investigacion, Innovacion y Desarrollo Agropecuario (CIIDEA). Para ello, se
activaron y propagaron cepas fungicas T. longibrochiatum T1 y T. reesei Tz2; y
cepas bacterianas de B. subtilis (BMC21 Ts y BMC31 T4), en las que se
obtuvieron caracteristicas microscopicas de forma bacilo, purezas puras y de
Gram+ en los cuatro microorganismos estudiados, alcanzando en las cepas
bacterianas 107 UFC por ml y en las cepas fungicas 105> UFC por ml. Se realiz6
diferentes analisis quimicos del suelo, pre y post tratamiento, obteniendo como
resultados una disminucién en el pH y el fésforo del suelo después de la
aplicacion de los microorganismos, mientras que los valores de amonio, potasio,
calcio, magnesio, azufre, zinc, cobre, hierro, manganeso y boro aumentaron sus
concentraciones, conjuntamente, se identific6 que la cantidad de materia
organica estaba relacionada directamente con la captura de carbono, debido a
que sus concentraciones aumentaron post tratamiento. Ademas, a través de un
ANOVA vy prueba de Tukey se identifico que estadisticamente no existio
diferencia significativa en los contenidos de carbono en el suelo, dado que
poseen un valor mayor a P<0,05. Asimismo, se alcanzo6 un rango de captura de
carbono de 22-23 mg*kg-s. Es por ello, que mediante los resultados obtenidos
en toda la investigacion se corrobor6 que la aplicacion de la técnica titulacion
incide en la captura de carbono de suelos de cacao CCN 551.

Palabras clave: Materia organica, técnica de titulacién, calidad del suelo,

eficiencia
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ABSTRACT

The carbon capture efficiency of fungal and bacterial strains was evaluated in
CCN 551 cocoa plantations (Theobroma cacao L.) of the City of Agricultural
Research, Innovation and Development (CIIDEA). To do this, fungal strains T.
longibrochiatum T1 and T. reesei T2 were activated and propagated; and bacterial
strains of B. subtilis (BMC21 Ts and BMC31 T4), in which microscopic
characteristics of bacillus shape, pure and Gram+ purities were obtained in the
four microorganisms studied, reaching 107 CFU per ml in the bacterial strains
and in fungal strains 10"5 CFU per ml. Different chemical analyzes of the soil
were carried out, pre and post treatment, resulting in a decrease in the pH and
phosphorus of the soil after the application of the microorganisms, while the
values of ammonium, potassium, calcium, magnesium, sulfur, zinc , copper, iron,
manganese and boron increased their concentrations, together, it was identified
that the amount of organic matter was directly related to carbon capture, because
their concentrations increased post treatment. Furthermore, through an ANOVA
and Tukey test it was identified that there was no statistically significant difference
in the carbon contents in the soil, given that they have a value greater than
P<0.05. Likewise, a carbon capture range of 22-23 mg*kg-s was achieved. For
this reason, through the results obtained throughout the research, it was
confirmed that the application of the titration technique affects the carbon capture
of CCN 551 cocoa soils.

Keywords: Organic matter, titration technique, soil quality, efficiency



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

En los ultimos afos, las actividades antropogénicas relacionadas con el uso de
la tierra, la deforestacion y el uso de combustibles fosiles continuan siendo la
principal causa del calentamiento global (Zabala et al., 2018). A consecuencia
de ello, se genera un desbalance y ocasiona un incremento en el calentamiento

de la tierra generando el efecto invernadero (Zavala y Vega, 2021).

Segun datos de 2020 del Ministerio de Ambiente, Agua y Transicién Ecoldgica
(MAATE) los gases de efecto invernadero en Ecuador estan relacionados con el
aporte de actividades antropogénicas referentes con el uso de la tierra, la

deforestacion y el uso y quema de combustibles fosiles.

A nivel provincial, Manabi es considerada la mas afectada por la degradacién de
la tierra, esto sucede como resultado de la disminucién de los recursos hidricos,
el aumento de la vulnerabilidad al cambio climatico, la agricultura e incluso la
seguridad alimentaria y la reduccion de la capacidad de desarrollo poblacional
(Intriago y Valdez, 2018). Jiménez et al. (2020) ostentan que los cambios en el
uso de suelo afectan los flujos netos de carbono en la atmésfera, estos cambios
modifican y, en algunas ocasiones, afectan en contenidos de carbono en los
distintos depositos de este elemento. Llegando a tener pérdidas de carbono que
van de 1 a 10 t/ha/afo, y en casos extremos hasta 50 t/ha/afio, principalmente
por los procesos de erosion y de mineralizacién de la materia organica (Pérez et
al., 2021).

De acuerdo con Patifio et al. (2018), algunos de los gases de efecto invernadero
(GEI) son el mondxido de carbono (CO), 6xido nitroso (N20), metano (CHa4) y el
ozono (Os). Siendo uno de los principales el didxido de carbono (CO2), el cual
constituye aproximadamente el 70% del total de las emisiones, mientras que tan
s6lo cerca del 20% corresponde al CH4 y un 9% al N2O. Ademas, el CO: es
responsable del 50% del calentamiento global debido a la absorcion de la

radiacion térmica emitida por la superficie de la tierra (Hernandez et al., 2021).



Asimismo, Mera et al. (2017) exteriorizan que las emisiones de dioxido de
carbono del suelo se determinan midiendo la respiracion del suelo. De la misma
manera Salvador et al. (2020) manifiestan que la concentracién de CO2 es uno
de los gases de efecto invernadero mas importantes, influenciado por la fertilidad
del suelo, la deposicion de nitrégeno y las condiciones climaticas, provocando
cambios peligrosos en la atmosfera, siendo la agricultura la principal fuente de
emisiones de CO: a la atmdsfera (Asigbaase et al., 2021).

Por otro lado, el carbono es la unidad principal de la vida del planeta y su ciclo
es fundamental para el desarrollo de todos los organismos (Burbano, 2018). En
el suelo se almacenan alrededor de 1.500 Gt, mientras que en la atmdsfera 750
Gt y en plantas 560 Gt. Ademas, cualquier desequilibrio del carbono entre los
flujos de entrada y salida se refleja en la concentracion del CO2 atmosférico
(Galicia et al., 2016). Sin embargo, Jurado et al. (2019) indican que la captura de
carbono, es uno de los servicios ambientales de relevancia a nivel internacional
por su contribucion directa a la mitigacion del fenbmeno cambio climético y el

calentamiento global.

Cadena (2019) sefiala que los sistemas agroforestales como el cacao
(Theobroma cacao L.), también pueden ser una alternativa en la reduccion de
CO:s2. A nivel nacional se han realizado diversas investigaciones para determinar
la cantidad de carbono que pueden capturar los cultivos o bosques, a través del
proceso de fotosintesis. No obstante, a nivel provincial no abundan trabajos que
traten sobre la cantidad de carbono que puede capturar el suelo bajo la
implementacion de microorganismos eficientes, donde se demuestre la
efectividad de la captacidén de carbono en suelos de cacao o a su vez alternativas
idéneas para conservar y optimizar el equilibrio ecoldgico de los sistemas de

produccion.

En consecuencia, Contreras et al (2019) manifiestan que, para la conservacion
de la biodiversidad y el desarrollo de las comunidades, es de gran importancia
utilizar practicas agroecoldgicas, tales como, la aplicacién de microorganismos

eficientes (EM), biofertilizantes en los cultivos de cacao, representando una



opcion viable, tanto econdbmica como ambiental y asi evitar la utilizacion de

productos quimicos (Cortes, 2016).

Por esta razén, los sistemas agroforestales y los microorganismos en conjunto
brindan una produccion eficiente, ademas, brindan beneficios que permiten
mejorar o conservar la fertilidad del suelo, fomentan un microclima que aumentan
la productividad y permite la captura de CO2 (Pazmifio, 2020). En este sentido,
diversos géneros bacterianos y fungicos, tales como: Pseudomonas, Bacillus,
Trichoderma, entre otros, han sido reportados por su mayor aprovechamiento
del nitrogeno, contribucion en neutralizar el pH del suelo, favoreciendo la
solubilizacion del fésforo y asistencia a la captura de carbono (Santos et al.,
2018).

Considerando todo lo expuesto anteriormente, surge la siguiente pregunta:
¢,Como afectan las cepas de hongos y bacterias a la captura de carbono en

suelos de cacao CCN 517?

1.2. JUSTIFICACION

Desde una perspectiva ambiental, las especies de plantas actian como
importantes agentes de almacenamiento de carbono y, por lo tanto, se prefieren
y se consideran una estrategia importante para mitigar el cambio climatico (Nair
etal., 2009). Por su parte, Marin et al. (2016) sefialan que los sistemas de manejo
de tierras, incluidos los sistemas agroforestales y la utilizacion de
microorganismos eficientes son altamente utilizados para la captura de carbono.
Ademas, Alvarado et al. (2013) sostienen que el cambio de uso de la tierra es un
elemento importante del equilibrio global de carbono y una oportunidad para el

desarrollo de planes de accion climatica.

Del mismo modo, las cepas fungicas y bacterianas en el suelo contribuyen a la
agregacion y formacion de la estructura del suelo (Silvestro et al., 2018),
condicion que los posiciona como una herramienta importante para fomentar la
captura de carbono, siendo una de las practicas aconsejada para mitigar las

emisiones de gases de efecto invernadero (Marcos et al., 2019).



Desde un punto de vista econdmico y social, el aumento de biomasa en los
sistemas de uso de la tierra es un secuestro de carbono, lo que significa una
reduccion de las emisiones de gases de efecto invernadero y ayuda a mejorar
las funciones productivas y economicas (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura [FAO], 2017). Mundra et al. (2021)
mencionan que una orientacidbn socioecondmica en la utilizacion de
microorganismos en los suelos, son los beneficios que proporciona, como la
captura de carbono, a su vez, mejora la estructura del suelo al formar agregados
estables mas resistentes a la compactacion, mejorando la aireacion del suelo,

aumentando la fertilidad del suelo y su capacidad de retencién de agua.

Desde el punto de vista juridico, no existen caminos o estrategias obligatorias
para la aplicacion de microorganismo eficientes en el suelo de cacao para facilitar
la captura de carbono, sin embargo, a partir del Protocolo de Kioto, se
establecieron compromisos vinculantes de reduccion de las emisiones de gases
de efecto invernadero por parte de los paises industrializados, empleando ciertos
mecanismos a través de los cuales se podrian incentivar las plantaciones de
cacao en busca de captura de carbono. Ademas, el presente trabajo se enmarca
en el articulo 409 de la Constitucion de la Republica del Ecuador de 2008, donde
sefala que, la conservacion del suelo, especialmente de su capa fértil, es de

interés publico y prioridad nacional.

A causa de lo que antes se ha dicho, se ve la necesidad de realizar el presente
proyecto con el fin de evaluar cepas fungicas y bacterianas para de esta manera
observar de cerca y conocer la eficiencia de diferentes tratamientos para la

captura de carbono en el suelo de cacao CCN 51.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficiencia de captura de carbono de cepas fungicas y bacterianas en
plantaciones cacao CCN 51 (Theobroma cacao L.) de la Ciudad de Investigacion,

Innovacion y Desarrollo Agropecuario (CIIDEA).



1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Activar cepas fungicas (Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei)
y cepas bacterianas Bacillus subtilis (BMC21 y BMC31).

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

de carbono en los suelos de cultivo de cacao CCN 51.

1.4. HIPOTESIS
1.4.1. HIPOTESIS NULA

HO.- Ninguno de los tratamientos de las cepas fangicas y bacterianas
(Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei y Bacillus subtilis) inciden en
la captura de carbono a través de la técnica de titulacion de los suelos de cultivo
de cacao CCN 51.

1.4.2. HIPOTESIS ALTERNATIVA

H1. Al menos uno de los tratamientos de las cepas flungicas y bacterianas
(Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei y Bacillus subtilis) inciden en
la captura de carbono a través de la técnica de titulacion de los suelos de cultivo
de cacao CCN 51.
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2.1. MICROORGANISMOS

Los microorganismos producen sustancias utiles que incluyen aminoéacidos,
acidos nucleicos, sustancias bioactivas y azucares que promueven el
crecimiento de las plantas y a la vez suprimir presencia de patégenos (Ramirez
et al., 2019). Nikolaevich y Borisovich (2019) sostienen que los microorganismos
realizan muchas funciones, como mejorar la fertilidad del suelo y la nutricién de

las plantas.

Segun Canarini et al. (2017), los microorganismos realizan la fermentacion en la
pulpa de cacao, la cual contiene carbohidratos (glucosa, fructosa, sacarosa) y
tiene una acidez de 3,3 a 4. Salous et al. (2019) indican que este contenido se
debe a la presencia de &cido citrico, dada la viscosidad de la pulpa, la cual
contiene pectina y otros polisacaridos que también dificultan la difusion del aire

(Lépez y Guncay, 2018).

2.1.1. TIPOS DE MICROORGANISMOS

2.1.1.1. BACTERIAS

Las bacterias son organismos unicelulares, se presentan en diferentes formas y
su tamafio esta medido en micrémetros, ademas las bacterias se encuentran en

cualquier tipo de ambiente (Hernandez et al., 2019).

Garcén (2021) menciona que el metabolismo bacteriano suele utilizarse como
método para clasificar las bacterias. Se suelen seguir dos criterios basicos
relacionados para distinguirlos, como son la fuente de carbono o la fuente de

energia, las bacterias se dividen en:

° Quimioautotrofas



Se consideran a todas aquellas que extraen la energia de diferentes sustancias
quimicas (Troncoso et al., 2017). Por otra parte, Vanegas y Fonseca (2019)
manifiestan que las bacterias quimioautotrofas también se denominan bacterias
quimioautotrofas porque, a diferencia de las bacterias fotoautétrofas, que
obtienen su energia primaria de la luz, estas bacterias s6lo pueden obtener su

energia primaria de minerales como el sulfato de hierro.

Cuaran et al. (2021) sefialan que las bacterias quimioautétrofas eliminan un
electron del ion hierro Fe(*?), el cual es oxidado al ion hierro Fe(*3), de esta
manera el electron ingresa en el camino de la energia, que sintetiza compuestos
organicos que las bacterias utilizan para construir sus paredes celulares,

enzimas y otros.

° Fotoautotréficas

Son bacterias que emplean la luz solar para realizar la fotosintesis (Troncoso et
al., 2017). De acuerdo con Aguiar y Reinaldo (2019) las bacterias fototroficas son
aguellas cuya energia para el crecimiento procede de la luz y sus fuentes de
carbono proceden del dioxido de carbono o del carbono organico. Por otro lado,
Marquez y Gonzélez (2022) exteriorizan que todos los fotétrofos utilizan cadenas
de transporte de electrones o bombas de protones para crear gradientes

electroquimicos que las sintetasas utilizan para suministrar energia celular.
° Heterotrofas

Se denominan bacterias heterotrofas a los organismos que no pueden
proporcionar sus propias sustancias inorganicas en el medio ambiente, por lo
contrario, deben consumir materia organica de otros organismos para
alimentarse y seguir viviendo (Senatore et al., 2017). Ruiz et al. (2018) afirman

gue el carbono se obtiene a través de compuestos organicos.
° Autétrofas

Obtienen el carbono en funcion de la fijacion del diéxido de carbono (Ruiz et al.,
2018). Asimismo, Tanya y Leiva (2019) sefialan que las bacterias autétrofas son

capaces de sintetizar materia organica a partir de minerales; algunas son



fotosintéticas, es decir, utilizan la energia de la radiacién luminosa gracias a
ciertos pigmentos que poseen, principalmente la bacterioclorofila (absorcion de

luz infrarroja).

° Anaerobias

Las bacterias anaerobias son microorganismos que son capaces de sobrevivir y
multiplicarse en ambientes que no tienen oxigeno (Rodriguez et al., 2022). Por
otro lado, el metabolismo de las bacterias anaerébicas puede producir energia a
partir de sustancias que carecen de oxigeno (Rodriguez et al., 2019). Por lo
general, lo hacen mediante un proceso de fermentacién, aunque esto puede
suceder a veces, como en las plantas marinas que se encuentran en los
respiraderos hidrotermales de las profundidades marinas. Nuevamente, lo hacen

mediante reacciones con compuestos inorganicos (Araujo et al., 2016).

Ademas, el proceso de fermentacion en bacterias anaerdbicas implica una serie
de reacciones metabdlicas complejas en ausencia de oxigeno, que es una parte
importante de los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrégeno y azufre, que

interactdan entre si (Feng et al., 2021).

° Aerobias

Son bacterias que pueden crecer y sobrevivir en presencia de oxigeno. Utilizan
oxigeno para oxidar sustratos para obtener energia (Méndez et al., 2020).

El metabolismo aerdbico (respiracion) evoluciond después de que la fotosintesis
oxigénica (la forma mas comun de fotosintesis) libera oxigeno a la atmésfera,
que entonces era muy limitado. Originalmente era una forma de prevenir la
toxicidad del oxigeno, no una forma de utilizar oxigeno. Porque la oxidacion de
la glucosa y otras sustancias libera mucha méas energia que su uso anaerdbico
(Florez y Gémez, 2020).



2.1.1.2. HONGOS

Los hongos son un grupo de microorganismos cuyo micelio esta formado a partir
de un grupo de filamentos ramificados llamados hifas. No realizan la fotosintesis,
por lo que necesitan compuestos de carbono de las plantas en las que viven y
se degradan muy facilmente (Quevedo et al., 2022). Por su parte, Medina (2022)
seflala que los hongos estan omnipresentes en el medio ambiente y son
saprofitos. Existen varias especies que viven en el suelo, participan activamente

en la descomposicion de la materia organica y suelen ser aerobicas.

Heredia (2020) menciona que, debido a la fuerte tolerancia a la acidez, la mayor
parte de la descomposicién de la materia organica en suelos acidos la llevan a
cabo hongos, que desempefian un papel muy importante como simbiontes,
formando las llamadas micorrizas en las raices de las plantas, en comparacion
con las bacterias. Ademas de combatir enfermedades y condiciones adversas
de humedad, también juega un papel importante en la nutricion y el desarrollo
(Bertolini et al., 2020).

Martinez et al. (2022) manifiestan que la cepa fungica Trichoderma
longibrachiatum en soportes a base de suelo, atribuyen al incremento inicial de
los microorganismos a la presencia de nutrientes. El estimulo del crecimiento y
desarrollo de las plantas por parte de Trichoderma reesei ha sido conocido por
muchos afios, aislando muchas cepas y probadas en suelos cacaoteros, ya sea
en condiciones de laboratorio o en suelos naturales de campo, incrementando
de tal manera el crecimiento de las raices y repercutiendo en el aumento de la

productividad de las plantas (Flores et al., 2022).

2.1.2. CONDICIONES PARA EL CRECIMIENTO DE
MICROORGANISMOS

Luna y Mendoza (2020) mencionan que las condiciones ideales que requieren
los microorganismos son los mismos elementos que el resto de organismos:
carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, fosforo y azufre son elementos

esenciales; es posible que se requiera hierro, calcio, magnesio, potasio, sodio y
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cloro; manganeso, zinc, cobre, boro, molibdeno, yodo y diéxido de silicio como
elementos que pueden ser requeridos por algunos microorganismos (Jaramillo y
Bueno, 2021).

Por otra parte, Cujilema et al. (2018) sefialan que el pH es un factor importante
que influye sobre el crecimiento de los microorganismos. Algunas bacterias
normalmente crecen a un pH bajo 3,0 y los hongos también crecen a un pH bajo
1,0 (Garcia et al., 2018). Sin embargo, el rango optimo de pH para las bacterias
va de 6.0 hasta 8.5 y sélo pocas prefieren pH de 8.5 o mayor (Caycedo et al.,
2021).

En relacién a la temperatura, Huanuco y Lopez (2018) expresan que es uno de
los parametros ambientales mas importantes que determinan el crecimiento y
supervivencia de los microorganismos; la combinacion de bacterias y hongos les
permite sobrevivir durante mucho tiempo en el rango de temperatura de 0 a 65°C
(Montejo et al., 2018).

Ramirez et al. (2019) establecen que el efecto beneficioso general de la
aplicacion de EM es aumentar la disponibilidad de nutrientes en el suelo,
solubilizar los nutrientes y eliminar las moléculas que mantienen los nutrientes
en su lugar, permitiendo que los elementos se descomponen facilmente para
facilitar la absorcion de las raices. Ademas, los microorganismos eficaces
inoculados en el suelo aceleran la descomposicion de los residuos organicos.
(Lunay Mesa, 2016).

2.2. MICROBIOLOGIA DEL SUELO

Para Montanez et al. (2021) los microorganismos del suelo son los componentes
MAas importantes y constituyen su parte viva, son los responsables de la dinamica
de transformacion y desarrollo del suelo. Por su parte, Frene et al. (2018) indican
qué, entre los microorganismos presentes estan bacterias, actinomicetos y

hongos.
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Toledo et al. (2019), por su parte, sostienen que las funciones mas importantes

de los microorganismos en los procesos de conversiéon del suelo son:

e Fijacién de nitrégeno.

e La transformacion de compuestos organicos que las plantas no pueden
absorber en formas inorganicas que las plantas pueden asimilar

(mineralizacion); Las proteinas se convierten en aminoacidos y nitratos.

e Disuelven compuestos inorganicos (desde fosfato tricalcico hasta fosfato
monocalcico) para promover la absorcion por las plantas.

e Contribuyen al desarrollo del sistema radicular de las plantas, mejora la

absorcion de nutrientes y aumenta el potencial de campo.

Los microorganismos cumplen su actividad en la superficie del suelo hasta unos
20 cm de profundidad (Ordofiez et al., 2018), esto se debe a que permanecen
adheridas a las particulas de arcilla y humus de las raices de las plantas que les
suministran sustancias organicas, que sirven de alimento y estimulacion en su

reproduccion (Usuga et al., 2020).

2.3. EL SUELO

El suelo es un medio dindmico en el que interactian procesos basicos, ademas,
es el habitat que soporta y sustenta a las plantas y a la multitud de organismos
gue conviven con ellas (Barahona et al., 2022). Delgado et al. (2022) menciona
que el suelo puede concebirse como un sistema abierto que presenta
intercambios de materia y energia con el medio, en él se desarrollan diversos
procesos fisicos, quimicos y bioldgicos, responsables de su morfologia,

caracteristicas y propiedades.
2.3.1. PROPIEDADES FISICAS DEL SUELO

Las propiedades fisicas de la tierra determinan en gran medida la capacidad de
los seres humanos para utilizarla de muchas maneras. La condicién fisica del

suelo determina su rigidez y capacidad de carga, facilidad de penetraciéon de las
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raices, aireacion, drenaje y capacidad de almacenamiento de agua, plasticidad

y capacidad para retener nutrientes. (Espinoza et al., 2018).
2.3.2. PROPIEDADES QUIMICAS DEL SUELO

2.3.2.1. pH

Para Hernandez et al. (2018), el pH es una propiedad quimica del suelo que tiene
un impacto significativo en el desarrollo de organismos, incluidos
microorganismos y plantas, y en la concentracion de iones de hidrégeno
reactivos en la interfaz suelo-liquido. La interaccion de los componentes solidos
con los liquidos y la concentracién del pH son fundamentales para los procesos

fisicos, quimicos y biolégicos del suelo.

Jiménez et al. (2019) mencionan que el crecimiento de las plantas, en suelos
acidos como alcalinos hacen que algunos nutrientes sean altamente insolubles
a valores de pH altos, mientras que otros son menos disponibles a valores de pH
bajo. La mayoria de los nutrientes estan disponibles en el rango de pH de 6,5 a
7,5.

2.3.2.2. MATERIA ORGANICA

La materia organica del suelo (MOS) es un parametro determinado por la
cantidad y el tipo de controles biolégicos, como las especies de plantas y la
produccién microbiana, y los controles ambientales, como la temperatura, el
contenido de humedad y la estructura del suelo. La dinamica y conservacion de
la MOS es crucial porque mejora la estructura y porosidad del suelo, su fertilidad

y por tanto aumenta el rendimiento (Diaz et al., 2021).

Actualmente la materia organica tiene un rol de gran importancia en la fertilidad
de los suelos, otorgada por sus propiedades quimicas, fisicas y biolégicas, lo
cual la convierte en un vital aporte para el sistema edafico (Nufiez et al., 2021).
De acuerdo con Nerhot et al. (2018) la materia organica, tiene como principal

objetivo propiciar el mejoramiento de la estructura y caracteristicas quimicas de
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los suelos, en forma significativa a la induccion de la diversidad y actividad

microbiana presente en el suelo.

2.3.2.3. FOSFORO

El fosforo es el elemento mas importante después del nitrégeno para el
crecimiento, el rendimiento y la garantia de calidad de las plantas. Existen varias
formas quimicas de fosforo en el suelo, incluido el fésforo inorganico (Pi) y el
fésforo organico (Po). Estos constituyentes tienen varias fuentes naturales y su
comportamiento y destino en suelos naturales y cultivados son muy diferentes.
(Lépez et al., 2020).

Por otra parte, Jiménez et al. (2022) muestran que el contenido y destino del
fésforo en suelos agricolas esta determinado principalmente por las propiedades
iniciales del material original, la arcilla principal y los componentes organicos,

como también otros procesos biolégicos y quimicos.

2.3.2.4. NITROGENO

Es constructor de proteinas, por el cual las plantas crecen, se absorbe de forma
amoniacal y de nitratos. Gamarra et al. (2018) mencionan que uno de los
métodos mas utilizados y eficientes para medir el nitrégeno es el método de
colorimetria, asi mismo el método colorimétrico es eficiente para determinar

pequefias cantidades de P.

2.4. GENERALIDADES DEL CULTIVO DE CACAO

Theobroma cacao pertenece a la familia de las sterculiaceae, el arbol del cacao
puede llegar hasta una altura de 10 m (Barrezueta y Chabla, 2017). El cacao es
una planta originaria de los tropicos humedos de América del Sur, aparecid por

primera vez en el afio 400 (Mendoza y Romero, 2021).

Este cultivo es uno de los productos agricolas mas importantes del Ecuador,
debido a su gran demanda internacional, se estima que mas del 70% de la

produccion mundial de cacao fino de aroma procede de tierras ecuatorianas
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(Nivela, 2020). Segun Quintana y Aguilar (2018) en la década 1770 se
fomentaron los factores de comercio y mercado internacional, sin embargo, el
capital y la mano de obra eran escasos, no fue hasta el afio 1860 y 1920 que

Ecuador tuvo su primer boom cacaotero.

2.4.1. CACAO CCN 51

El clon CCN 51 se derivé de un cruce entre ICS-95 (Trinitario) e IMC-67
(Forastero), seguido de un segundo cruce con el hibrido Canelos (Trinitario)
encontrado en el este de Ecuador, que lo identificé. La abreviatura CCN significa
"Coleccion Castro Naranjal" y debajo estd CCN 51, una vez clasificado por
Homero Castro como "Prospectivo" y distribuido en 1965 con todas las
especificaciones revisadas (Berrezueta y Gonzéalez, 2017). Rios y Lévano (2022)

indican que es un clon de alta productividad y tolerante a las enfermedades.

El cacao CCN 51 fue declarado como un bien de alta productividad por su
contribucion en la exportacion en el 25% por el Ministerio de Agricultura y
Ganaderia (MAGAD), este cacao posee una alta productividad con pocas

caracteristicas organolépticas (Chavez, 2018).

2.4.2. SUELOS DE CULTIVOS DE CACAO

El suelo es uno de los elementos principales para la formacién y crecimiento de
las plantas de cacao (Casteblanco, 2018). Ruiz (2018) afirma que los suelos
aptos para el cultivo de cacao deben tener una textura franco-francosa a una
profundidad de al menos 1 m, lo que permite el desarrollo de las raices y la
absorcién de agua, retiene bien el agua y proporciona un drenaje adecuado.
(Miranda et al., 2022). Ademas, Rodriguez et al. (2022) manifiestan que el cacao
crece mejor en suelos que contienen materia organica y el nivel de pH aceptable

para el cacao esta entre 5,5y 7,0; el rango Optimo es de 6,0 a 6,5.

Los suelos cacaoteros presentan una vasta reserva de poblaciones microbianas
endofiticas, que favorecen los procesos de asimilacion de nutrientes (Rosas et

al., 2019). Pérez et al (2019) muestran que las caracteristicas microbianas en los
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suelos de cacao se pueden utilizar para indicar eficazmente actividades
microbianas especificas, desempefiando asi un papel dominante como

indicadores de la calidad y la salud del suelo (Florida et al., 2019).

2.4.3. IMPACTOS POSITIVOS DEL CULTIVO DE CACAO EN LOS
ECOSISTEMAS AMBIENTALES

Torres et al. (2019) ostentan que los sistemas agroforestales son una muy buena
oportunidad para reducir las emisiones de gases de efecto invernadero como el
diéxido de carbono y con ello crear servicios ambientales como el
almacenamiento de carbono; por lo tanto, los mismos autores indican que los
indicadores méas importantes de la degradacién del suelo son la biomasa y el

carbono acumulado en el suelo.

Alcivar et al. (2022) indican que el agroecosistema del cultivo del cacao
contribuye al reciclaje de nutrientes en el suelo, ya que el aporte de materia
organica depositada por el cacao al suelo procedente de las hojas, los arboles
de sombra y los posteriores residuos de los cultivos es bastante elevado, lo que
favorece la activacion de los procesos microbianos del suelo (Vargas et al.,
2021).

2.5. CARBONO ORGANICO EN EL SUELO

De acuerdo con Duval et al. (2016) la funcionalidad de los suelos depende en
gran medida de su materia organica y, en concreto, del carbono organico que
incorpora, ya que inciden positivamente sobre sus propiedades, asi como sobre
su fertilidad y productividad. Dicho carbono organico procede del carbono
atmosférico fijado por las plantas a través de las reacciones de la fotosintesis,
incorporandose al suelo con restos de plantas y exudados de las raices (Mufioz
et al., 2021).

Los residuos vegetales y los exudados de las raices son las principales fuentes

de carbono organico para el suelo (Cantu y Yafiez, 2018). Los microorganismos
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también contribuyen al carbono orgénico del suelo, pero en menor cantidad (Diaz
et al., 2020).

Loayza et al. (2020) manifiestan que el carbono organico del suelo es esencial
para el funcionamiento de los ecosistemas, juega un papel vital en la regulacion
del clima, el suministro de agua y la biodiversidad y garantiza el bienestar

humano.

2.5.1. EMISION DE CARBONO POR EL SECTOR AGRICOLA

El alto contenido promedio de carbono organico del suelo en los
agroecosistemas de cacao puede verse influenciado por la densidad de plantas
de cacao por hectarea, principalmente por el manejo adecuado de las
plantaciones: poda y practicas de conservacion del suelo para asegurar una

mayor acumulacion de carbono en el perfil del suelo (Barrezueta et al., 2018).

Por otra parte, Zabala et al. (2018) manifiesta que el aumento de carbono
organico en el suelo se debe principalmente a la caida de hojarasca de diversas
especies vegetales y a la muerte y reabsorcion de raices finas, lo que depende
de la distribucién y actividad de las raices.

El sector agricola usa alrededor del 70% de agua dulce y genera de 30 a 35%
de las emisiones globales de gases de efecto invernadero (Gémez et al., 2021).
Sin embargo, los agroecosistemas también tienen un importante potencial de
reduccion de gases de efecto invernadero si se retienen los residuos de los
cultivos, se reduce la labranza y se introducen cultivos de cobertura (Pinzén y
Ramirez, 2021).

Elizondo et al. (2020) recalcan que es importante monitorear e incluir las
emisiones del sector agricola en las estrategias de mitigacion, ya que remover
gases como el N20 de la atmésfera podria tener un impacto 300 veces mayor
gue remover la misma masa de CO2. A menos que se incrementen los esfuerzos
para reducir las emisiones de estos gases, las emisiones de gases de efecto

invernadero del sector agricola pueden superar alin mas los esfuerzos del sector
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agricola para reducir las emisiones y el secuestro de carbono (Cordero et al.,
2020).

2.5.2. CAPTURA DE CARBONO EN SUELOS CULTIVADO CON
CACAO

La captura de carbono es un servicio ecosistémico basado en la capacidad de
los sistemas forestales para absorber y almacenar carbono de la atmdésfera y
gestionar estos ecosistemas adecuadamente para evitar que se conviertan en
fuentes de emisiones de gases de efecto invernadero (Adetoye et al., 2018).
Adicionalmente Feliciano et al. (2018) exteriorizan que este servicio ambiental es
el que rgpidamente se esta desarrollando a nivel global.

Segun Hernandez et al. (2021) la capacidad de capturar carbono de cualquier
ecosistema terrestre depende principalmente de dos componentes, del area total
de esos ecosistemas y el numero de arboles por unidad de &rea. De acuerdo a
Andrade et al. (2017) el CO:2 presente en la atmdsfera se captura por las plantas
mediante los procesos metabdlicos que corresponden al balance fotosintesis-

respiracion.

Asimismo, Carvajal y Andrade (2020) exponen que la captura se expresa en
términos de la biomasa constituida por el follaje, ramas, raices, troncos, flores y
frutos. El aumento de la biomasa en el sistema de uso de la tierra es la captacion
de carbono, lo que significa una reduccion de las emisiones de gases de efecto

invernadero (Casanoves et al., 2017).

Con respecto a la captura de carbono en suelos cacaoteros Candell et al. (2020)
mencionan gue es necesario considerar que las cantidades de carbono
almacenado en los agrosistemas adultos son mayores que de edades jovenes.
Asi mismo, Pérez et al. (2021) manifiestan que en las plantaciones adultas de
sistemas agroforestales con cacao existe mayor almacenamiento de carbono

comparada con las plantaciones jovenes.



18

La captura de carbono por plantaciones de cacao ha sido propuesta como una
medida positiva en el balance de los niveles atmosféricos de CO: (Zabala et al.,
2019). Leiva y Ramirez (2021) sefialan que los cacaotales, ademas de ofrecer
ventajas comparativas en relacion con otros usos del suelo, constituyen uno de
los mas importantes sistemas productivos, ya que se cultiva, juntamente con
otras especies vegetales, los cuales al mismo tiempo producen sombra y
permiten al agricultor tener otras alternativas de ingresos. Estos sistemas
también pueden contribuir en la conservacion de la biodiversidad y, ultimamente,

por su funcién como sumideros de carbono (Barrezueta y Paz, 2018).

Berrezueta (2017) indica que la deforestacion y la transicién de bosque a tierras
de cultivo de cacao han llegado a constituir hasta el 20% de las emisiones de
gas de efecto invernadero a nivel mundial. Ecuador representa el 0,2% de la
poblacion mundial y es responsable por un 0,1% de las emisiones de GEI del
planeta, con un promedio de emisién de 2,2 mg de CO:2 por persona ha* (Vidal
y Vera, 2017).

2.5.3. MICROORGANISMO QUE CAPTAN CARBONO

El diéxido de carbono, uno de los principales contribuyentes a la acumulacién de
gases de efecto invernadero en la atmésfera, puede capturarse y neutralizarse
mediante un proceso llamado secuestro (Canarini et al., 2017). Morocho y Leiva
(2019) exteriorizan que en la actualidad los microorganismos autéctonos se
utilizan como indicadores de cultivo, los mismos deben ser seleccionados de

acuerdo con sus criterios fisiologicos, funcionales y metabdlicos.

Asi mismo, Cruz et al. (2022) exponen que los microorganismos autéctonos
consiguen emplearse como inoculante para aumentar la variedad microbiana de

los suelos y son sujetados por sistemas naturales.

Durante la fermentacion del cacao se ha reportado la presencia de cepas de
Lactobacillus brevis y L. plantarum y del género Leuconostoc (Machuca et al.,
2019). Lactobacillus - bacterias Bacillus gram positivas y leuconostoc —

cocobacilos (Salazar y Hurtado, 2017). Las bacterias del acido acético, las
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bacterias gramnegativas, las bacterias/6valos y las bacterias estrictamente
aerdbicas son responsables de metabolizar el etanol producido por la levadura y
convertirlo en acido acético, que sirve como aromatizante para los granos de
cacao. Se han identificado géneros como Gluconobacter y Acetobacter en las
enzimas del cacao. Tanto el etanol como el &cido acético se difunde en el grano
de cacao y contribuyen a la muerte del embrion.

° Bacterias Acido Lacticas

Las bacterias acido lacticos, son capaces de producir el acido lactico, que es un
esterilizador fuerte, suprime microorganismos patdgenos y aumenta la
descomposicion de la lignina y la celulosa, mejoran la fertilidad del suelo y la
nutricion de las plantas (Pefia et al., 2020). Actualmente se han adoptado
paquetes tecnoldgicos que incluyen buenas practicas agricolas y una eficiente

fertilizacion (Jara et al., 2019).

° Bacillus subtilis

Es una bacteria gram positiva que habitualmente se encuentra en sistemas
agricolas y se considera como promotor del desarrollo de las plantas (Anzules et
al., 2019). Asimismo, tiene otros beneficios como la incitacion en las plantas de

mecanismos resistentes (Caulier et al., 2019).

Por otro lado, Arnaouteli et al. (2021) mencionan que el B. subtilis es también
llamado Rhizobacterium ya que tiene la capacidad de sintetizar a las
fitohormonas, como las citoquininas, giberelinas, 4cido abscisico e indolacético,
los mismos que promueven el crecimiento de la raiz e incrementan la cantidad
de pelos radiculares. Asimismo, Blake et al. (2021) refieren que ayuda en los
suelos a mejorar su adaptacion fisiologica, ya que recubre en forma de una

pelicula apoyando al vigor, germinacion y salud de las semillas.

A nivel general, la bacteria del género Bacillus y otras bacterias Gram positivas,
esporogenas y aerobias brindan expectativas grandes para su aprovechamiento
y ademas se ha demostrado sus potencialidades en la promocion del desarrollo

de plantas y también en el control biol6gico de los patégenos (Pedreira et al.,
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2022). Por otro lado, en limitantes condiciones de nutrientes como en respuesta
a adversas condiciones ambientales, las células Bacillus frenan su proceso de
division normal a fin de dar comienzo a otro procedimiento organizado altamente,
el cual finaliza con la generacion de una muy resistente espora (Kaspar et al.,
2019).

De acuerdo a una investigacion realizada por Obando y Vélez (2023)
demostraron una eficiencia del 46,64% utilizando cepas bacterianas del género
Bacillus para la captacion de CO:z en suelos agricolas. Donde Garcia et al. (2019)
indican que la presencia de bacterias genera un impacto positivo en la captacion

de CO2 y una eficiencia general en el proceso del cultivo de cacao.

° Trichoderma longibrachiatum

Trichoderma longibrachiatum es un hongo del género Trichoderma. Destacan las
caracteristicas y rango especifico del género, lo que lo hace especialmente
adecuado para su uso como agente de control biolégico (Lépez et al., 2017). El
creciente dafio al medio ambiente causado por el uso de productos quimicos
para controlar enfermedades de las plantas ha fomentado el uso de alternativas
biolégicas como Trichoderma longifolia. (Ajijolakewu et al. 2017), el cual es un
género de hongos de la rizosfera, considerado un simbionte oportunista de
plantas, capaz de producir inductores que inducen la defensa de las plantas
contra patdégenos e insectos, ayudan a solubilizar el fésforo y promueven la
sintesis de sustancias promotoras del crecimiento de las plantas (Komarek et al.,
2017).

Trichoderma longibrachiatum es util no s6lo como bioinoculante y agente de
biocontrol, sino que también tiene la capacidad de producir enzimas capaces de
descomponer desechos organicos solidos, promoviendo asi la mineralizacion y
el reciclaje de desechos. (Marcas et al., 2017). Por otro lado, Sharma et al. (2017)
mencionaron que Trichoderma longibrachiatum es un hongo metabdlicamente
versatil que puede utilizar una variedad de biomasas vegetales, incluidos
oligosacaridos como sacarosa y rafinosa, y sustratos de celulosa, inulina, quitina,

pectina y almidén como polisacaridos, asi como sustancias mas complejas como
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el suero, la leche, los hidrocarburos del petréleo e incluso los pesticidas pueden

provocar su degradacion.

° Tichoderma reesei

Trichoderma reesei es un hongo mesofilico y filamentoso, las celulasas
microbianas tienen aplicacion industrial en la conversion de celulosa, un
componente principal de la biomasa vegetal, en glucosa (Druzhinina y Kubicek,
2017). Hernandez et al. (2019) mencionan que poseen alta adaptabilidad a
condiciones ecoldgicas y pueden crecer de manera saprofitica, interactdan con
las plantas y se desarrollan en diversos sustratos, lo cual facilita su produccion
masiva para uso en la agricultura. Es por ello que el estudio de la diversidad de
especies de Trichoderma reesei en diversos hébitats naturales, permite ampliar
el conocimiento sobre su aporte biotecnolégico, y su importancia ecoldgica y
agricola (Fitz et al., 2018).

Palad (2021) revela que el gran volumen de residuos que se forja el cultivo de
cacao generalmente permanece disperso en la plantacion y la acumulacion de
humedad favorecen el crecimiento y la propagacion de hongos fitopatégenos. La
capacidad antagonista de Trichoderma reesei es muy variable, el
micoparasitismo que presenta es un proceso complejo que incluye una serie de
eventos sucesivos (Siamphan et al., 2022). Cuando el antagonista entra en
contacto fisico con el patégeno vegetal, sus hifas lo envuelven o se adhieren a

él a través de estructuras especiales (Shang y Boayu, 2018).

En relacién a la captura de carbono utilizando cepas fungicas, Villacis (2022)
sefala que son eficientes y aproximadamente 13 gigatoneladas de carbono al
afio son capturadas, siendo el equivalente de una tercera parte de las emisiones
globales de origen humano, estos microorganismos como Trichoderma reesei y
Trichoderma longibrachiatum son claves para neutralizar los gases causantes

del cambio climatico (Rios, 2014).
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2.6. TITULACION ACIDO BASE

De acuerdo con Morales et al. (2019) la titulaciébn es un método de analisis
quimico cuantitativo, que se utiliza en el laboratorio, para determinar la
concentracion exacta de un reactivo cuya concentracion se sabe solo en forma
aproximada. Diaz et al. (2020) mencionan que debido a que las medidas de
volumen juegan un papel fundamental en las titulaciones, es que se le conoce

también como andlisis volumétrico.

Basicamente, el proceso consiste en afadir un valorante (una solucién cuya
concentracion o titulo se conoce completamente) desde una bureta a un volumen
medido con precision de una solucion desconocida cuya concentracion se va a

determinar hasta que, idealmente, todo haya reaccionado (Morales et al., 2019).



CAPITULO Ill. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

El presente estudio se realiz6 en el &rea de cultivo de cacao CCN 51 de la Ciudad
de Investigacion, Innovacion y Desarrollo Agropecuario (CIIDEA) de la Escuela
Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi, sitio El Limon, Canton Bolivar,
Provincia de Manabi. Se encuentra geograficamente ubicado entre las
coordenadas 0°49'27.9” de latitud sur. Longitud 80°10'47.2" Oeste, 15m sobre el

nivel del mar.

Provincia: Manabi
Cantoén: Bolivar
Ciudad: Calceta

Descripciéon

La ciudad de Calceta esta
ubicada en la zona norte
de Manabi, en el canton
Bolivar reconocido como
un canton altamente
productivo, en esta ciudad
se encuentra ubicada la
Escuela Superior
Politecnica de Manabi

2 CALCETA )
" [ ]JAREADE ESTUDIO
0 01_02 0.4

O8kilometers

Figura 1. Ubicacion del &rea de estudio
Fuente: Google Earth, (2022).

3.2. DATOS CLIMATICOS

Precipitacion media anual 838,7 mm
Temperatura media anual 26° C

Humedad relativa anual 80,9%
Heliofania anual 1325,4 horas sol

Evaporacion 1739,5 mm
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3.3. DURACION DEL TRABAJO

La presente investigacion tuvo un tiempo aproximado de 10 meses a partir del
mes de septiembre del 2022 hasta el mes de julio del 2023, en el cual se
efectuaron en dos fases los objetivos propuestos, donde se evaluaron las
variables estimadas mediante la reactivacion de cepas fungicas y bacterianas de
microorganismos a nivel de laboratorio, el establecimiento de la aplicacion de
estos microorganismos en el cultivo de cacao y su determinacion de la eficiencia

frente a su efecto en la captacion de carbono.

3.4. METODOS

3.4.1. BIBLIOGRAFICO

En particular, se hizo énfasis en la recolecciébn ordenada y sistemética de
informacion sobre variables importantes involucradas en el estudio, como los
microorganismos (cepas fungicas y bacterianas) y la captura de carbono en los
suelos de cacao (Theobroma cacao L.). Este método se aplicO de manera
precisay eficiente a los elementos centrales de esta investigacion, contribuyendo

a una comprension explicativa del tema de investigacion.
3.4.2. ANALITICO

Este método permitié el procesamiento de informacion de la investigacion
referente a la reactivacion de las cepas fungicas y bacterianas, a su vez el
proceso de aplicacion y determinacion de la eficiencia, con la finalidad de extraer

los elementos que condescendiera a fomentar los objetivos e idea a defender.
3.4.3. ESTADISTICO

Se utiliz6 para el andlisis e interpretacion de los resultados de las variables
independiente y dependiente de tal manera facilitar el uso de los resultados que
se obtuvieron en la presente investigacion. Para ello, se utilizd un disefio
completamente al azar, efectuando un andlisis de varianza (ANOVA) para

analizar las diferencias en la captacion de carbono entre grupos y determinar si
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existio diferencia significativa entre los cuatro tratamientos estudiados, y a su vez

la aplicacion de prueba de Tukey.
3.5. TECNICA

3.5.1. TITULACION

La titulacién es un procedimiento analitico cuantitativo en quimica. Mediante la
titulacion, se puede determinar una concentracion desconocida en un liquido

agregando una cantidad conocida de reactivo (Morales et al., 2019).

La técnica de titulaciébn se empled con el fin de adquirir datos sobre la oxidacion
incompleta del carbono del suelo y determinar el carbono organico, a través de
la aplicacion de hidroxido de sodio (NaOH) 1 N.

3.6. DELINEAMIENTO EXPERIMENTAL

3.6.1. FACTORES EN ESTUDIO

Microorganismos fungicos Trichoderma longibrachiatum (Ti), Trichoderma
reesei (T2) y bacterianas Bacillus Bacillus subtilis (BMC 21) (Ts), Bacillus subtilis
(BMC 31) (Ta).

3.6.2. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento se desarrollé bajo un Disefio Completamente al Azar ya que se
comparo los cuatro tratamientos con cuatro repeticiones, obteniendo un total de

16 unidades experimentales.

La unidad experimental se conformé con cepas fangicas (Trichoderma
longibrachiatum y Trichoderma reesei) y cepas bacterianas Bacillus subtilis
(BMC 21 y BMC 31). Cada unidad experimental estuvo establecida en
recipientes de plasticos con muestras de 1 kg de suelo provenientes de las
plantaciones de cacao CCN 51. Por otra parte, para comparar las medias de los
tratamientos en estudio, se aplicé la prueba de Tukey con el 95% de

confiabilidad.
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3.7. VARIABLES EN ESTUDIO
3.7.1. VARIABLE INDEPENDIENTE
Microorganismos fungicos y bacterianos.
3.7.2. VARIABLE DEPENDIENTE

e Captacion de carbono en cultivos de cacao CCN 51.

e Parametros quimicos del suelo.
3.8. PROCEDIMIENTOS

3.8.1. FASE |: ACTIVACION DE CEPAS FUNGICAS (Trichoderma
longibrachiatum y Trichoderma reesei) Y BACTERIANAS Bacillus
subtilis (BMC 21 y BMC 31).

ACTIVIDAD 1. ACTIVACION DE LOS MICROORGANISMOS

Para la activacién y preparacion de cepas fungicas y bacterianas, se tomo en
cuenta el procedimiento descrito por Andrade y Avellan (2020). A continuacion,
se detallan los procesos de activacion de los diferentes microorganismos:

° ACTIVACION DE CEPAS BACTERIANAS

Para la reactivacion se prepar6 25 ml de cultivo agar nutritivo, el cual fue situado
en cajas Petri. El proceso se establecid mediante el método de siembra en
estrias, las muestras fueron incubadas bajo temperaturas de 37 °C durante 18

horas.
° PREPARACION DE CEPAS BACTERIANAS

Para la multiplicacion de las cepas BMC-21y BMC-31 se preparo caldo nutriente,
los cuales fueron esterilizados en la autoclave (Yamato SM510).
Posteriormente, se colocé la dilucién de las cepas en tubos Falcon de 15 ml para
un proceso de centrifugacion a 6000 revoluciones por minutos, durante 5 min a
4 °C, donde se consiguio el sobrenadante donde constaban los desechos de las

bacterias y el agente activo o pellet. Posteriormente, se eliminé el sobrenadante,
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y se realiz6 una dilucion en donde se tomé 1 g del pellet de los microorganismos
por separado y se suspendié en un matraz en 99 ml de agua peptona por cada

kg de muestra (Andrade y Avellan, 2020).
o ACTIVACION DE CEPAS FUNGICAS

Las cepas fungicas Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei fueron
cultivadas en placas con 20 ml de medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA),

las muestras fueron incubadas a 30°C durante 72 horas en un ambiente oscuro.
° PREPARACION DE CEPAS FUNGICAS

Las cepas de Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei se prepararon
utilizando cajas de Petri previamente colocadas. Se agregaron 5000 ul de
solucién estéril a base de agua a las células en la caja con una mezcla suave y
vigorosa usando un mango estéril durante 3 minutos. Las soluciones del
procedimiento de aislamiento de esporas se colocaron directamente en el matraz
Erlenmeyer. Al igual que con las cepas bacterianas, se afiadié 1 ml de moho a

99 ml de agua por 1 kg de muestra (Andrade y Avellan, 2020).

3.8.2. FASE II: DETERMINAR LA EFICIENCIA DE LAS CEPAS
FUNGICAS (Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei) Y
BACTERIANAS Bacillus subtilis (BMC 21 y BMC 31) EN LA
CAPTACION DE CARBONO EN LOS SUELOS DE CULTIVO DE
CACAO CCN 51.

ACTIVIDAD 2. TOMA DE MUESTRA DE SUELO PRE APLICACION.

El muestreo se realizé siguiendo la metodologia de Chaudhary et al. (2019),
donde el muestreo se realiz6 mediante un camino en zig-zag a través de una
parcela definida, tomandose un total de 20 submuestras a una profundidad de
20 cm del suelo. Estas se mezclaron a su vez para obtener una muestra
compuesta, la misma que fueron seleccionadas por el método de cuarteo, donde
la tierra mezclada se arroj6 sobre una superficie plastica seguido del
fraccionamiento horizontal y remocion de la parte opuesta, este proceso se

repitié hasta tomar una muestra representativa de 2 kg.
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La muestra compuesta fue recolectada en una funda de plastico hermética y el
tiempo transcurrido entre la recoleccion y el envio al laboratorio de analisis de
suelos, plantas y aguas del (Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
de Ecuador [INIAP]), en la Estacion Experimental Tropical Pichilingue en la

ciudad de Quevedo no superd los 10 dias.

ACTIVIDAD 3. ANALISIS QUIMICOS DE MUESTRAS DE SUELO PRE Y POST
TRATAMIENTO

El analisis de suelo puede determinar parametros tales como la textura del suelo,
el pH, los nutrientes disponibles, la materia orgéanica y los pardmetros
relacionados con la salinidad (Sepulveda et al., 2019). Es por ello que se
procedié con el envio de las muestras al laboratorio de suelos del INIAP pre y
post tratamiento. Para las propiedades quimicas se tomaron en cuenta los

parametros y métodos establecidos por Novillo et al. (2018):

Tabla 1. Descripcidn de los parametros quimicos y sus métodos.
Parametros Método
pH Potenciometro
Materia organica (MO) Walkley Black / Ignicion
Potasio (K+)
Calcio (Ca2+)
Magnesio (Mg2+)
Cobre (Cu) Absorcion Atémica
Hierro (Fe)
Manganeso (Mn)
Zinc (Zn)
Azufre (S) Turbidimetria
Amonio (NH4) -
Boro (B)
Concentracion de fosforo total

Colorimétrico del azul de molibdeno

ACTIVIDAD 4. APLICACION DE LAS DOSIS DE CEPAS FUNGICAS Y
BACTERIANAS EN FUNCION AL DISENO EXPERIMENTAL

Para el periodo de dosificacion, se aplicaron 25 ml de pellet de cepas fungicas y
bacterianas 4 veces, en un lapso de 15 dias cada aplicacion, en horario 08h00
am y 17h00 pm, debido a que las altas temperaturas afectan los

microorganismos.

o DISENO EXPERIMENTAL
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Con respecto al disefio experimental, en este proceso de investigacion, fue un
Disefio Completamente al Azar (DCA), debido a las caracteristicas del ensayo
se determind en cuatro repeticiones, y cada uno de ellos contd con cuatro
tratamientos. Los tratamientos en esta investigacion surgieron a partir de los

factores en estudio, los cuales se detallan en la tabla 2:

Tabla 2. Descripcion de los tratamientos utilizados.

Tratamientos Cédigo Dosis U.E Repeticiones ;
tratamientos
Trichoderma longibrachiatum T1 "9 /a%%gﬂ de 1 4 4
Trichoderma reesei T2 19/99 mide 1 4 4
agua
BMC-21 Ts 19/99 mide 1 4 4
agua
BMC-31 T4 19/99mide 1 4 4
agua
TOTAL 16

o DESCRIPCION DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES

Las unidades experimentales fueron establecidas en recipientes de plasticos,
con dimensiones de 11.5 cm de ancho y 14.5 cm de largo, con muestras de 1 kg

de suelo provenientes de las plantaciones de cacao CCN 51.

ACTIVIDAD 5. MEDICION DEL CARBONO POR EL METODO DE
TITULACION DE SUELO DE CULTIVO DE CACAO CCN 51 PRE Y POST
TRATAMIENTO.

° PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Para preparar hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N, se pesaron exactamente 5 g de
NaOH y se disolvieron en un vaso de agua destilada. Luego, esta solucion se
calento y enfri6 suavemente antes de llenarla en un matraz volumétrico con agua

esterilizada hasta obtener 1000 ml de la solucién (Villanueva y Rodriguez, 2011).

La solucion de acido clorhidrico (HCI) 0,1 N se homogeneizé agregando 500 ml
de agua destilada a un matraz aforado, diluyendo 4,2 ml de &cido clorhidrico

concentrado y colocandolo en una botella (Ostinelli et al., 2011).

° PROCEDIMIENTO DEL PROCESO DE TITULACION

Recipientes por
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Para realizar el proceso en muestras de suelo previo a la aplicacion de
microorganismos, se utilizé un método de titulacién simple de Elfaki et al. (2016),
donde se colocaron 44 g de muestras de suelo finas o premolidas en diferentes
frascos segun el numero de muestras y luego se agregaron a un recipiente

pequefio que contenia 5 ml de hidroxido de sodio (NaOH) 1 N de muestra.

Los frascos se sellaron para evitar la pérdida de dioxido de carbono y se
trasladaron con cuidado a un lugar para reposar durante 24 horas.
Posteriormente se retird el recipiente que contenia hidroxido de sodio y se
recogiod el COz. Esta solucion se transfirié a un matraz Erlenmeyer de 100 ml, se
afiadio 1 gota de fenolftaleina concentrada y se agregaron 5 ml de agua destilada
para completar el volumen final de 10 ml. Después de obtener una solucion rosa,
se titulé con acido clorhidrico hasta obtener una solucién transparente (Kloster
et al., 2016).

Seguidamente, para estudiar el proceso de captura de carbono en el suelo de
cacao CCN 51 post tratamiento, se realizd la aplicacion de hidréxido de sodio
(NaOH) 1 N durante 7 dias consecutivos en cada una de las muestras de suelo
y se dejaba reposar la muestra por 15 dias para volver a repetir el mismo proceso

hasta obtener un total de cuatro aplicaciones.

ACTIVIDAD 6. ANALISIS ESTADISTICOS

Toda la informacion y datos que se obtuvieron mediante las actividades
anteriores fueron transferidas a una base de datos mediante el software de
Microsoft Excel, calculando el promedio de las cuatro aplicaciones por cada
bloque en funcion a los cuatro tratamientos, empleando un ANOVA y prueba de
Tukey en el programa estadistico InfoStat con un nivel de significancia de 0.05,

para establecer las comparaciones significativas entre los tratamientos.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. REACTIVACION DE CEPAS FUNGICAS (Trichoderma
longibrachiatum y Trichoderma reesei) Y BACTERIANAS Bacillus
subtilis (BMC 21 y BMC 31).

Se utilizaron cepas fungicas: Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei,
y cepas bacterianas Bacillus subtilis (BMC 21 y BMC 31) (Anexo 1), misma que
se detalla mediante el diagrama de flujo presentado en la figura 4.1. Rodriguez
(2020) menciona que dicho método es rapido y simple de agotamiento progresivo

y continuo del indculo sobre un medio sélido contenido en una caja Petri.

Reactivacion de
ricroarganismo

! l

Activacion de cepas fungicas Activacion de cepas bacterianas

1 +

- 20 ml de medio de

25 ml de agar nutritivo

cultivg agar papa = Método de siembra en

dexrosa (PDA). estrias, incubadas bajo
=  Incubadas a8 30°C temperaturas de 37 “C

durante 72 haras en un durarte 1% horas

amhbiente oscurd.

i +

Preparacion de cepas fungicas Freparacion de cepas
bacterianas

+ 4

& Preparacion caldo
- LEilizacidn de 5000 yl de nutiente
solucidn estérila base de = Esterilizacion enautoclawe.
agua. & Colocacion de diucidn de
=  Mezcla suawve y wigorosa las cepas en tubos Falcon
usando U mango estéril de 15 ml a un proceso de
durante 2 minutos . centrifugacidn a (e lela]
& Adicion de 1 ml de moho revolucionas por minutos,
a 3 mlde agua por 1 kg durante = mina 4 *C.
de muestra = Eliminacidn del

sobrenadarte v dilucidn de
1 g del pelet de los
microorganismaos por
separado.

= Suspensidon de 33 ml de
agua por 1 kj de muestra.

Cepas fungicas y bacterianas
reactivadas

R

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de reactivacion de cepas flngicas y bacterianas.
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A continuacidn, se describe las caracteristicas microscoépicas de cada una de las

cepas fungicas y bacterianas utilizadas:

Tabla 3. Caracteristicas microscopicas

Cepa Forma Tincion Gram Agrupacion Pureza Tamaiio Produccion

(+/-) de esporas
T. Longibrachiatum Bacilo + Estrectobacilos Pura Mediano Central
T. Reesei Bacilo + Diplobacilos Pura Pequefio Central
B. subtilis (BMC-21) Bacilo + Estrectobacilos Pura Mediano Central
B. subtilis (BMC-31) Bacilo + Estrectobacilos Pura Mediano Central

En funcion a la reactivacion de las bacterias y hongos no se presencié
contaminacion, lo cual se pudo corroborar mediante la tincion de Gram y viendo
desde el microscopio. Asi mismo, a través de la tincion de Gram de una muestra
representativa de cada aislado bacteriano y flngico se determiné que las

bacterias eran Gram* y de forma bacilar de diferentes tamafos.

Ademas, los resultados de la reproduccién de las cepas bacterianas (BMC 21y
BMC 31) mostraron una alta viabilidad celular, obteniendo valores de Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) que superaron las 107 UFC por ml, mientras que,
para las cepas fungicas (Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei), se
observaron cifras entre las 10> UFC por ml. En la investigacion realizada por
Rodriguez (2020) alcanz6 valores de 107 UFC por ml en la inoculacién por 60
dias de bacterias B. subtilis. Con respecto a la cepa fangica del género
Trichoderma, Bampidis et al. (2023) obtuvieron un rango de 10° a 108 UFC por

ml.

4.2. DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE LAS CEPAS
FUNGICAS (Trichoderma longibrachiatum y Trichoderma reesei)
Y BACTERIANAS Bacillus subtilis (BMC 21 y BMC 31) EN LA
CAPTACION DE CARBONO EN LOS SUELOS DE CULTIVO DE
CACAO CCN 51.

Se realizaron andlisis quimicos pre tratamiento donde se obtuvieron los
resultados presentados en la tabla 4. Asi mismo, se muestran los resultados post

tratamiento:



Tabla 4. Parametros evaluados en las muestras de suelo pre y post tratamiento.

Parametros de interpretacion (INIAP)

P;ra'mgtros .Pre” ™ (Trlchoqerma T2 (Trichoderma T3(BMC-21) T4 (BMC-31) . : Medidas
uimicos  aplicacion longibrachiatum) reesei) Bajo (B) Medio (M) Alto (A)
Amonio (NHa) 9B 23M 2M 22M 23M <12,0 12,1-30,0 > 30,1
Ppm
Fosforo (P) 87 49 48 48 44 <1,0-7,0 8,0-14,0 >15
Potasio (K) 0,86 2,03 1,78 1,56 1,57 <0,20 0,21-0,40 > 0,41
Calcio (Ca) 1 16 16 14 15 <20 2,0-4,0 >4,1 Meq/100ml
Ma(gli/lng)sio 11M 48 5,0 43 5,1 <0,80 08-20 >2,1
Azufre (S) 18 M 43 51 49 49 <5 5-15 >16
Zinc (Zn) 1,5B 24M 2,3M 34M 28M 3.0 3,1-7,0 >71
Cobre (Cu) 35M 4,6 49 5,2 43 1,0 1,1-4,0 >4,1
Hierro (Fe) 1B 157 150 174 158 20,0 21,0-40,0 >41,0 Ppm
Mar(‘mr;eso 348 153 12,9M 185 15,9 M 5,0 5,1-15,0 >15,1
Boro (B) 0,58 M 0,71 0,70 M 0,58 M 0,96 <0,2 0,2-0,6 >0,65
Materia
Organica 23B 6,7 6,1 71 74 <3,0 6,0-3,1 >6,1 %
M.0)
Parametros Pre T1 (Trichoderma T2 (Trichoderma Muy Acido Alcalino Muy
- L . . T3 (BMC-21) T4 (BMC-31) Acido Neutro (N) Alcalino Medida
Quimicos aplicacion longibrachiatum) reesei) (AC)
(MAc) (MAI)
oH 6,6 5,5 5,6 5,6 5,7 <50 51-64 65-75 75-79  >8 Acidez-
Alcalinidad

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

Meq/100ml; Miliequivalentes por 100 mililitros

(%): Porcentaje



De acuerdo a los resultados presentados en la tabla 4 referente a los analisis
quimicos pre y post tratamientos se evidencia que el pH se redujo hasta 5,5 que
fue respecto al T1, siendo un suelo acido. En Ecuador, el cacao se cultiva bajo
diferentes manejos, principalmente en las regiones costeras y amazonicas
(Pérez, 2016). Por su parte, Lewis et al., (2021) mencionan que de las tierras
cultivables de cacao CCN 51 del mundo, el 40% son suelos acidos con pH menor
a 5,5, los cuales se localizan particularmente en las regiones de clima tropical.
El suelo se acidifica debido a las reacciones del agua con Al**, Fe?*, Mn?* y NOg,

que liberan H* a la solucién.

En el caso del fésforo su valor se redujo post aplicacion hasta 44 ppm
presentados en el T4, Carillo (2021) sefiala que los elementos primarios como el
fésforo, tiene un comportamiento similar al de la materia organica, ya que al
descomponerse la biomasa que genera el cultivo de cacao, se mejora la fertilidad
del suelo. Barrezueta (2019) menciona que cuando existe deficiencia de P en el
suelo de cultivo de cacao la planta crece lentamente y las hojas, especialmente
las mas pequefas no desarrollan, en el caso de las hojas maduras desarrollan

un color palido en los filos y en las puntas.

En los resultados post tratamientos, las muestras de suelos presentaron un
aumento en el contenido de amonio, potasio, calcio, magnesio, azufre, zinc,
cobre, hierro, manganeso y boro. En el caso del amonio, Barrezueta (2019)
sefiala que este parametro juega un papel altamente significativo en la nutricién
del cacao CCN 51.

Con respecto a la materia organica del suelo de cacao CCN 51 su contenido
aumento post tratamientos, obteniendo un 7,4%. Urquiaga (2016) indica que el
contenido de materia organica en el suelo, esta constituido por todos los residuos
de plantas, animales superiores y de origen microbiano, cuyas proporciones
influyen en las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo. Por lo cual,
es un indicador clave de la calidad del suelo, tanto en sus funciones agricolas
como sus funciones ambientales, entre ellas captura de carbono (Martinez et al.,

2018). Chimbo et al. (2022) exponen que la cantidad, la diversidad y la actividad
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de la fauna del suelo y de los microorganismos estan directamente relacionadas

con la materia orgénica.

Carvalho et al. (2023) manifiestan que la materia organica del suelo juega un
papel importante en la absorcién de COz2, en su investigacién obtuvieron con el
contenido mas alto de materia organica una eficiencia del 16%. Por su parte,
Mey y Gore (2021) indican que la relacion entre la materia organicay la eficiencia
de captura de CO2 ha sido documentada en estudios previos, como es el caso
de Batsi et al. (2021) donde estimaron un aumento del 12% en el contenido de
materia orgéanica en suelos de cacao CCN 51 aumentando aproximadamente su

eficiencia de captacion de CO: al 24%.

Comparando los resultados con el Acuerdo Ministerial 097-A, Anexos de
Normativa, Reforma del Libro VI del Texto Unificado de Legislacion Secundaria
del Ministerio del Ambiente, criterios de calidad del suelo se identifica que no
cumplié con una buena calidad de suelo, dado el pH se encontraba por debajo
de los 6 en los cuatro tratamientos post aplicacion de los microorganismos
eficientes, convirtiéndolo en un suelo acido, sin embargo, el azufre, zinc, cobre y
boro si se encuentran dentro de los limites maximos permisibles. Luna y Mesa
(2016) exponen que la aplicacion de las cepas bacterianas y fungicas permiten
mejorar las propiedades, aumentan la capacidad de intercambio cati6nico del

suelo, la materia organica, asi como el pH del suelo.

Akhtar et al. (2018) descubrieron que los efectos beneficiosos generales de la
utilizacion microbiana eficaz son una mejor disponibilidad de nutrientes del suelo,
la disolucion de las moléculas solubilizadoras de nutrientes y su mantenimiento
estable, y un aumento de elementos, ademas, una forma sencilla de
descomponerlo para favorecer la absorcién es a través del sistema radicular de

la planta (Arguello et al., 2016).

La aplicacion de microorganismos eficientes, ayuda al restablecimiento del
equilibrio microbioldgico del suelo, mejorando sus condiciones fisicoquimicas
(Alarcon et al., 2020), no obstante, en el presente caso no fue asi, debido que

algunos parametros estudiados referente al suelo disminuyeron, claro ejemplo



36

del pH, sin embargo, se encuentra dentro del rango éptimo (5.1 a 7.0)
(Barrezueta, 2019). En el caso especifico del NH4, se observé un incremento de
rango medio en los cuatro tratamientos, esto indica un aumento en la
disponibilidad del nitrdgeno del suelo post aplicacion. En relacidon a esto, Tuesta
et al. (2017) exteriorizan que los niveles aceptables de NH4 para suelos de cacao
se encuentran en un rango de 5y 20 ppm.

A pesar de ello, Leiva (2022) sefala que los hongos contribuyen al proceso de
mineralizacion del carbono organico en el suelo. En el caso de las cepas de
Trichoderma, el uso de estos microorganismos disuelve eficazmente los fosfatos
para formar acidos organicos, elevando asi el pH del suelo y haciéndolo méas
biodisponible al liberar metabolitos quelantes que descomponen
especificamente compuestos organofosforados y enzimas como los acidos y

alcalinos.

Santos et al. (2018) declaran que las cepas fungicas ayudan a la absorcion de
nutrientes del suelo, ademas, desempefian un papel fundamental en la captura
de carbono al aumentar la cantidad de carbono almacenado en el suelo. Lo
mismo sefiala Romero (2018) en relacién a las cepas bacterianas, dado que
también juegan un papel crucial en la captura de carbono al producir compuestos

organicos que ayudan a estabilizarla materia organica del suelo.

Por otra parte, con respecto a la evaluacion de la captura de carbono del suelo
inicial, se efectu6 de acuerdo a la distribucién experimental planteada en la
metodologia. Dicha evaluacion inicial proporcioné el punto de referencia para
conocer el nivel originario de la actividad microbiana y su capacidad de captura

de carbono.

En latabla 5 se aprecia los valores iniciales con respecto a la captura de carbono
del suelo mediante la aplicacién de las cepas fungicas y bacterianas a las
muestras de suelo. Es decir, sin la aplicacion del NaOH. Resultado que sirvio
para poder comparar los resultados con respecto a los valores finales de las
cuatro aplicaciones posteriores. Por lo cual, se obtuvieron los siguientes

resultados:
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Tabla 5. Captura de carbono con adicién de microorganismos
Parametros iniciales de la captura de
carbono (mg*kg-s)

Tratamientos

T1 26
T2 27
T3 23
T4 25

mg*kg-s = miligramos por kilogramo de suelo

Por consiguiente, efectuadas las aplicaciones de cepas fungicas y bacterianas
se realizo la medicion de carbono en cada una de las unidades experimentales
con un total de cuatro aplicaciones, la titulacion por aplicacion se la realizo
durante siete dias y transcurrido quince dias de aplicacion se efectuaba la
siguiente titulacion a las muestras y asi hasta la obtencion de los datos de
consumo del NaOH (Anexo 4). En la tabla 6 se muestran los resultados promedio

de cada aplicacion con respecto a cada tratamiento.

Tabla 6. Datos de la captura de carbono en los diferentes tratamientos.

Captura de carbono

Unidades experimentales Aplicacién NaOH

Primera Segunda Tercera Cuarta Unidad de
aplicacion  aplicacion  aplicacion aplicacion medida
Repeticion 1 24 26 20 22
Trichoderma Repeticion 2 24 22 21 21
longibrachiatum (T1) ~ Repeticion 3 26 24 20 21
Repeticion 4 25 25 21 20
Repeticion 1 28 23 22 19
Trichoderma Repeticion 2 27 24 20 21
reesei (T2) Repeticion 3 26 23 21 20
Repeticion 4 25 24 21 19 *

Repeticion 1 27 24 20 20 mg’kg:s
Repeticion 2 27 23 24 22
BMC-21 (T3) Repeticion 3 27 24 20 23
Repeticion 4 27 24 22 21
Repeticion 1 30 23 21 20
Repeticion 2 29 25 20 17
BMC-31(T4) Repeticion 3 28 24 20 18
Repeticion 4 28 19 21 18

mg*kg-s = miligramos por kilogramo de suelo

Con respecto a la captura de carbono en el suelo de cacao CCN 51 referente a
los cuatro tratamientos estudiados, se puede observar mediante la tabla 6 que
los tratamientos con sus respectivas repeticiones en cada proceso de titulaciéon
(NaOH) disminuian considerablemente, alcanzando hasta 17 mg*kg-s en una
muestra de 20 g. En relacion a la disminucion de la captura de carbono, Fontolan
et al. (2022) manifiestan que el CO:2 al tener contacto con el hidréxido de sodio
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(NaOH) hace que reaccione y produzca carbonato de sodio, Na2COz y un exceso
de hidréxido.

Por esta razén, Rojas (2022) indica que el éxito de capturar carbono del suelo
depende en gran medida de la eficiencia del contacto del hidréxido de sodio,
caso contrario su captura disminuye. Algo semejante indica Guadarrama et al.
(2018) con respecto a la disminucion de captura de carbono al aplicar NaOH en
el suelo con los microrganismos, debido qué, al tener un suelo limitado, la
materia organica presente en el suelo disminuye por la misma degradacién y/o

transformacién que realizan los microorganismos aplicados.

Zavala et al. (2018) mencionan que los suelos de cacao CCN 51 capturan
anualmente entre 13,8 y 19,0 mg COz/ha/afio. En la investigacion de Obando y
Vélez (2023) en la aplicacion de cepas fangicas y bacterianas similares a las
utilizadas en la presente investigacion en suelos de café, obtuvieron un promedio
de captura de carbono de 8,75 mg*kg-s, algo equivalente al estudio presentado
por Mohammed et al. (2017) que a través de la utilizacion de microorganismos
alcanzaron una captura de carbono en suelo de cacao de 10,0 mg*kg-s.

Nadége et al. (2019) sefalan que la captura de carbono en ecosistemas de
cacao varia de acuerdo a su sistema e interaccion, es decir, en arboles de cacao
capturan carbono alrededor de los 11,8 — 16,9 mg*kg-s; arboles de sombra
capturan carbono entre 10,2 — 16,4 mg*kg-s; hojarasca 1,9 a 2,9 mg*kg-s, y
tacones 0,01 a 0,24 mg*kg-s. De manera similar, la captura de carbono en los
arboles de sombra de cacao coincidié con las estimaciones investigadas por

Norgrove y Hauser (2013) que alcanzaron los 1,9 — 31,8 mg*kg-s.

Por otra parte, Maguire et al. (2021) exponen que una mayor captura de carbono
conduce a una biodiversidad mas activa y a un funcionamiento mas eficiente de
los elementos biolégicos del suelo, lo cual es un proceso relativamente lento en
la mayoria de los suelos agricolas. Donde, Barrezueta et al. (2020) mencionan
que las actividades agricolas implican en la pérdida de materia organica del
suelo, por lo tanto, la pérdida de carbono y la emision de COx.
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Por su parte, Pérez et al. (2021) vinculan a los microorganismos en la fijacion y
captura de carbono en los suelos cacaoteros, dado que incrementa cuando se
asocian con especies maderables y frutales, asi como también dependiendo del

sistema de uso del suelo.

Posteriormente, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey
en relacién a los datos recolectados, utilizando los promedios de las cuatro
aplicaciones de cada repeticion por tratamiento, dado que la hipotesis de la
investigacion trataba sobre determinar si alguno de los tratamientos incidia en la
captura de carbono en el suelo de cultivo de cacao CCN 51, donde se obtuvieron

los resultados presentados la tabla 7.

Tabla 7. Andlisis de la varianza; Captura del carbono post tratamientos
Pre Medias

Tratamientos Cadigo o . E.E P-valor
aplicacién (mg*kg-s)

BMC-21 Ts 23 23,75 A 1.61 0,6802

Trichoderma reesei T2 27 23,00 A 1.61 0,6802

Trichoderma longibrachiatum T 26 22,75 A 1.61 0,6802

BMC-31 T4 25 22,75 A 1.61 0,6802

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
E.E = Error Estandar

P-Valor = Valor de Probabilidad

mg*kg-s = miligramos por kilogramo de suelo

De manera global se encontr6 que estadisticamente no existe diferencia
significativa en los contenidos de carbono en el suelo de cacao CCN 51 en
relacion a los cuatro tratamientos con sus diferentes aplicaciones, dado que
posee un valor mayor a P<0,05. Del Pilar et al. (2016) exteriorizan que los
sistemas de produccion de cacao fijan carbono, en una tasa que varia

estadisticamente (p < 0,05), entre ellos: 8,3 a 17,7 mg CO2/ ha/afio.

Dentro del contexto de la investigacion, aunque existen estudios limitados que
evallan la captura de carbono utilizando cepas de Trichoderma y Bacillus en
plantios de cacao, se ha demostrado que estos microorganismos constituyen
una alternativa amigable para minimizar la absorcion de metales pesados por la
planta de cacao desde el suelo, ademas, dichas cepas generan fuentes de

energia y nutrientes (Arévalo et al., 2017).
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Realizando una comparacién con otros estudios referente a la captacion de
carbono mediante la aplicacion de microorganismos Ramirez et al. (2019)
demostré que captacion de carbono en el suelo cacaotero varia entre 5,0 y 10,0
mg*kg-s. Al igual que Mohammed et al. (2017) que a través del uso de
microorganismos eficientes en el suelo de cacao alcanzaron 10,0 mg*kg-s. Sin
embargo, en esta investigacion se logré alcanzar un rango de captura de carbono
entre 22 y 23 mg*kg-s en suelos de cacao CCN 51. No obstante, es fundamental
recalcar que mediante los resultados expuestos en la tabla 6 se comprobd que
en la primera aplicacion de hidroxido de sodio (NaOH) 1 N su captacion de
carbono fue superior a las demas aplicaciones. Lo cual da a entender que se

podria ajustar la dosificacion para explora mejores resultados.

Es por ello, que mediante los resultados obtenidos en toda la investigacion se
evidencio en primera instancia que la aplicacion de cepas fungicas (Trichoderma
longibrachiatum y reesei) y bacterianas Bacillus subtilis (BMC-21 y BMC-31)
influyeron en la composicién quimica del suelo de cacao CCN 51 y a su vez, con
respecto a la captacion de carbono las cepas fungicas y bacterianas utilizadas
no demostraron disimilitud entre tratamiento, por tal motivo se acepta la hipétesis
alternativa, debido a que los tratamientos de las cepas fungicas y bacterianas
incidieron en la captura de carbono a través de la técnica de titulacién de los

suelos de cultivo de cacao CCN 51.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

En relacién a la reactivacion de las cepas fangicas y bacterianas se
obtuvieron caracteristicas microscopicas similares en las cuatro cepas
estudiadas, de forma bacilo de Gram positivo, con una pureza puray su
produccion de esporas fue central. Las cepas Longibrachiatum, B. subtilis
(BMC-21 y BMC-31) consiguieron una agrupacion estrectobacilos y de
tamafio mediano, mientras que la cepa T. Reesei alcanz6 una agrupacion
diplobacilo y tamafio pequefio. Ademas, se consiguieron valores de 107
UFC por ml para cepas bacterianas Bacillus subtilis (BMC 21 y BMC 31)
y 1075 UFC por ml para las cepas fungicas (Trichoderma longibrachiatum

y Trichoderma reesei).

En relacibn a los analisis quimicos al suelo pre y post tratamiento
analizados se identificO un aumento en sus contenidos, tales como:
amonio, potasio, calcio, magnesio, azufre, zinc, cobre, hierro, manganeso
y boro, mientras que el fésforo y el pH disminuyeron post tratamientos,
pardmetro que no se encontraba dentro de los limites maximos

permisibles para calidad del suelo referente al Acuerdo Ministerial 097-A.

Con respecto a la captura de carbono, los cuatro tratamientos mostraron
mediante la aplicacion del ANOVA que estadisticamente no existe
diferencia significativa entre ellos, asi como también se acepta la hipétesis
alternativa, dado que la técnica de titulacién incidié en la captura de
carbono de los suelos de cultivo de cacao CCN 51.
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5.2. RECOMENDACIONES

e Realizar analisis fisicos al suelo antes de aplicar los microorganismos,
debido a que es influyente en la captura de carbono. Asimismo, realizar
monitoreos a los parametros del suelo, pre y post aplicaciéon de los
microorganismos. Ademas, realizar un analisis mas extenso sobre las
propiedades del suelo a estudiar, de tal manera obtener un diagndstico
més profundo de la data historica, lo cual servird al momento de detallar
los resultados y de esa manera determinar si algin parametro
fisicoquimico interviene en la captura de carbono en el suelo de cultivos

de cacao.

e Teniendo en consideracion que se obtuvo que la eficiencia de la captura
de carbono disminuia entre mas aplicacion de hidréxido de sodio en el
suelo con las cepas fungicas y bacterianas, se recomienda la utilizacion
de otras técnicas o métodos para la captacion de carbono, para de esa
manera demostrar que la aplicacion de dichos microorganismos es

efectiva para la captura de carbono en suelos de cacao CCN 51.
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ANEXO 1. Registro fotografico del proceso de activacién de cepas fungicas

y bacterianas

Anexo 1-B. Inoculacién de cepas

EL EQUIPO
NO MOVER
EL EQUIPO

Anexo 1-C. Replicacion de cepas fungicas y
bacterianas

ANEXO 2. Muestreo de suelo de cacao CCN 51

Anexo 2-A. Muestras de suelo Anexo 2-B. Recoleccién de muestras
para los 4 tratamientos pre aplicacion
de cepas fungicas y bacterianas.
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Ciudad Cantén  : Bolivar Fecha de Muestreo  : 10/7/2023
Teléfono Parroquia : Calceta Fecha de Ingreso @ 12/7/2023
Fax : falcivar@espam.edu.ec Ubicacién : Via Figueroa Fecha de Salida 1 28/7/2023
N° Muest. Datos del Lote ppm meg/100ml ppm
Laborat. Identificacion Area pH NH4 P K | Ca Mg S Zn Cu Fe Mn B
110099 | Bact BMC-21-T1(CON 51) 5.6 _MeAc 2 MI ag Al 156 Al ga Al a3 al 40 Al 34 M1 52 Al 174 Al 185 Al 058
e T e 230 TRV T Iy yun o FrEEY = P ETEEY 1
110101 | Bact BMC-31-T2(CCN 51) 5,7 MeAc _J M| 44 Al 157 AL 15 Al 51 Al 49 A 28 M| 43 Al 158 A[ 159 A] 096
- ‘acional) 73 PN 22 M| 57 A| 1,87 A| 18 A| 54 Al 60 A| 6,1 M| 47 A 56 Al 49 B| 057 M
08 EM22- T Nacianal) 23 L 2424 S 200, 10 ol 55, L021 44 Al Sl 0
110104 | Hong EM-72-T3(CCN S1) 5.5 Ac RC| 23 M| 49 A| 203 Al 16 Al 48 Al 43 Al 24 M| 46 Al 157 Al 153 A O‘H
— = - —— = — - = =
110106 _| Hong EM49-T4(CCN 51) 5.6 MeAc 2.M Al Z8 Al 16 Al sg Al sl Al 23 M _49 Al 150 Al 120 M| 070 ll
INTERPRETACION METODOLOGIA USADA EXTRACTANTES
pH Elementos: de Na B | [ pH = Suelo: agua (1:2.5))
MAc = MuyAcido  LAc = Liger. Acido = Lige. Alcalino ~ RC = Requicre Cal B =Bajo NPB = Colorimetria
A = Acido PN = Prac. Neutro = Media. Alcalino M =Medio 's = Turbidimetria fato de Calcio Monobisico
MeAc = Media. Acido N = Neutro Al = Alcalino A=Al | KCaMgCuFeMnZn = Absorcion atomics BS
C , /
W > VI3 s
Y - W Perts /
RESPONSAB};", nfro. SUELOS Y AGUAS RESPONSABLE LABORATORIO
/
) ESTACION EXPERIMENTAL TROPICAL "PICHILINGUE"
() LABORATORIO DE SUELOS, TEJIDOS VEGETALES Y AGUAS
i I"Inp Km. 5 Carretera Quevedo - El Empalme; Apartado 24
- Quevedo - Ecuador Teléf: 052 783044 suclos.cetp@iniap.gob.ec
REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS
DATOS DEL PROPIETARIO [ DATOSDE LA PROPIEDAD PARA USO DEL LABORATORIO
Nombre : ALCIVAR INTR}/\GO FABRICIO ENRIQU | Nombre 1SN Cultivo Actual : Cacao
Direccién @ MANAB] /BOLIVAR Provincia : Manabi N° de Reporte : 11041
b Cindad : BOLIVAR Cantén : Bolivar Fecha de Muestreo  : 10/7/2023
Teléfono  : 0986449669 : Calceta Fecha de Ingreso 1 12/7/2023
Fax : falcivar@espam.edu.ec : Via Figueroa Fecha de Salida : 28/7/2023
N° Muest. megq/100m| dS/m (%) Ca | Mg |Ca+Mg|meq/100ml || (meg/l)2 ppm Textura (%)
Laborat. | AHH Al Na CE. M.O. Mg | K K |Z Bases RAS €1 |Arena Limo Arcillal Clase Textural
ooz ooor a2 1276 T3
110100 All 431229 Il.i 23.89
01 0.11 5] 001 B All 2913 2.80
110102 A ‘ 33|28 | 12,51 25,27
110103 A 351 1185 2570
0.35 B 018 i Al 36 2.1 2318
110105 Al L1275
02l Bl 0J0 8 Al 8l 50 1
o INTERPRETACION ABREVIATURAS METODOLOGIA USADA
Al+H Aly Na (73 M.O.y 1
B = Bujo NS = No Salino E) = Salino R = Bajo C.E. = Conductividad Eléctrica C.E. = Conductimetro
M = Medio s = MS = Muy Saino M = Medio M.O. = Materia Orgénica M.O. = Titwlacion dc Welklcy Blac
T = Téxico N A=Al RAS = Relacion de Adsorcion de Sodio AHR = Fwicita conNaOH =~
/ X P / /
X, W#?'ZJ e

{:sPONSABLE'/vao,sUEws Y AGUA!
‘v

RESPONSABLE LABORATORIO

Anexo 3-B. Anadlisis fisicoquimicos post aplicacion de cepas fungicas y

bacterianas
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ANEXO 4. Datos recolectados en la captura de carbono
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Hongos (mg*kg-s)

Primera aplicacion

Dias TL72T1R1 | TL72T1R2 | TL72T1R3 | TL72T1R4 | TR49T2R1 | TR49 T2R2 | TR49 T2R3 | TR49 T2R4

Dia 1 24 23 26 27 29 28 26 25

Dia 2 23 22 25 26 29 28 25 24

Dia 3 26 25 24 28 27 28 29 26

Dia 4 24 25 28 24 25 27 29 28

Dia 5 26 25 24 23 28 27 28 26

Dia 6 24 26 27 24 28 27 25 23

Dia7 22 24 26 23 27 26 22 25
Promedio 24 24 26 25 28 27 26 25

Segunda aplicacién

Dias TL72 T1R1 | TL72 T1R2 | TL72 T1R3 | TL72 T1R4 | TR49 T2R1 | TR49 T2R2 | TR49 T2R3 | TR49 T2R4

Dia 1 26 23 24 25 23 22 24 23

Dia 2 26 23 26 23 23 23 22 22

Dia 3 26 23 25 23 24 24 24 25

Dia4 23 24 27 29 24 25 23 25

Dia 5 26 19 22 26 24 25 22 23

Dia 6 26 23 23 29 23 24 23 24

Dia7 26 21 22 19 23 25 24 23
Promedio 26 22 24 25 23 24 23 24

Tercera aplicacion

Dias TL72T1R1 | TL72T1R2 | TL72 T1R3 | TL72 T1R4 | TR49T2R1 | TR49 T2R2 | TR49 T2R3 | TR49 T2R4

Dia 1 21 20 20 19 29 20 22 18

Dia 2 22 21 21 21 22 21 21 21

Dia3 19 22 19 23 25 22 23 21

Dia4 18 26 22 22 19 12 21 22

Dia 5 22 19 21 21 19 22 23 23

Dia 6 19 21 21 20 21 20 21 23

Dia 7 20 20 19 19 20 21 19 19
Promedio 20 21 20 21 22 20 21 21

Cuarta aplicacion

Dias TL72T1R1 | TL72T1R2 | TL72 T1R3 | TL72 T1R4 | TR49T2R1 | TR49 T2R2 | TR49 T2R3 | TR49 T2R4

Dia 1 21 16 19 18 12 17 17 24

Dia 2 23 18 14 16 17 15 14 21

Dia 3 22 18 21 18 15 18 10 18

Dia4 18 16 24 19 17 19 28 15

Dia 5 18 14 23 13 22 16 21 17

Dia 6 12 18 19 20 10 21 21 18

Dia7 14 21 24 21 16 19 16 19
Promedio 18 17 21 18 16 18 18 19

Anexo 4-A. Datos de las 4 aplicaciones por el método de titulacion de consumo

de acido en los tratamientos T1y To.
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Bacterias (mg*kg-s)
Primera aplicacion
Dias BMC21 BMC21 BMC21 BMC21 BMC31 BMC31 BMC31 BMC31
T3R1 T3R2 T3R3 T3R4 T4R1 T4R2 T4R3 T4R4
Dia 1 28 28 27 29 28 29 29 28
Dia 2 27 27 28 27 32 32 30 32
Dia 3 28 28 29 29 30 27 29 30
Dia 4 27 28 27 28 31 30 28 26
Dia 5 28 26 25 27 30 28 27 30
Dia 6 26 25 26 27 32 30 28 27
Dia7 25 24 26 23 29 26 24 26
Promedio 27 27 27 27 30 29 28 28

23 25
24 23 24 26 23 23 24 23
21 22 27 23 23 26 24 24
29 24 23 24 25 25 25 24
21 25 24 24 24 25 25 23
26 23 23 22 23 25 24 22
21 21 22 25 23 27 22 22
24 23 24 24 23 25 24 24
Tercera aplicacion
Dias BMC21 BMC21 BMC21 BMC21 BMC31 BMC31 BMC31 BMC31
T3R1 T3R2 T3R3 T3R4 T4R1 T4R2 T4R3 T4R4
Dia 1 22 20 19 20 20 20 20 20
Dia 2 23 22 19 23 22 21 22 20
Dia 3 21 18 20 29 23 23 23 21
Dia 4 19 25 21 19 19 22 21 22
Dia 5 19 26 20 20 22 19 20 23
Dia 6 20 26 21 21 21 17 19 19
Dia7 19 28 20 22 19 18 18 19
Promedio 20,43 24 20 22 21 20 20 21
Cuarta aplicacion
Dias BMC21 BMC21 BMC21 BMC21 BMC31 BMC31 BMC31 BMC31
T3R1 T3R2 T3R3 T3R4 T4R1 T4R2 T4R3 T4R4
Dia 1 18 19 25 19 20 12 23 20
Dia 2 17 21 23 23 19 16 16 14
Dia 3 20 21 21 24 17 15 18 17
Dia 4 19 23 21 21 18 17 12 18
Dia 5 21 26 25 20 20 17 19 19
Dia 6 23 23 19 21 21 19 20 20
Dia 7 21 23 24 19 22 20 17 18
Promedio 20 22 23 21 20 17 18 18

Anexo 4-B. Datos de las 4 aplicaciones por el método de titulacion del

consumo de acido en los tratamientos Tz y Ta.
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ANEXO 5. Resultados del ANOVA y prueba de Tukey en el programa

InfoStat

Analisis de Varianza
Captacion de Carbono

Variable N R* R2A] CV
Captacién Carbono 16 0,88 0,80 5,70

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)
F.V. SC_ d CM F_ p-valor

Modelo 111,38 6 18,56 10,73 0,0011

Repeticiones 108,69 3 36,23 20,95 0,0002

Tratamientos 2,69 3 090 0,52 0,6802

Error 15,56 9 1,73

Total 126,94 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,24935
Error: 10,3542 gl: 12
Tratamientos Medias n E.E.
T3 (BMC-21) 2375 4 161 A
T2 (Trichoderma reesei) 2300 4 161A
T1 (Trichoderma longibrach.. 22,75 4 1,61 A
T4 (BMC-31) 2275 4 161 A
Medias con una letra comtin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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