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RESUMEN

Se examina el impacto de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y la funcion del
compost en la disminucion de la absorcion de cadmio y el crecimiento del “cacao”
Theobroma cacao. La presencia de cadmio (Cd) afecta la calidad del cacao, en tal sentido,
se evalué el HMA y compost como inhibidores de la bioacumulacion de este metal pesado.
Se emple6 un disefio completamente al azar (DCA) y arreglo trifactorial, para evaluar los
HMA (A), el compost (B) y cadmio (C), en ocho tratamientos con seis repeticiones cada
una (48 plantas). Determinando que tanto los HMA como el compost influyen de manera
beneficiosa al crecimiento de las plantas (Te = 11,55, T7 = 15,15, y Tg = 8,39 %), en la
concentracion de cadmio en los tallos (Ts = 2,01 %y Tg= 23,78 %) menor que los resultados
de un sustrato contaminado (Ts), asi mismo, hubo influencias significativas en la
colonizacion de las micorrizas y en la longitud del micelio. En conclusion, un sustrato
formado por HMA y compost contribuye a reducir la bioacumulacion del Cd en el “cacao”,
mejorando la calidad de los productos derivados y los ingresos econdémicos de los cacaoteros

de la region de San Martin.

Palabras Clave: Enmienda orgéanica, cloruro de cadmio, colonizacion, biorremediacion.
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ABSTRACT

The impact of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and the role of compost in reducing
cadmium absorption and promoting the growth of Theobroma cacao, commonly known as
"cacao" is examined. The presence of cadmium (Cd) negatively affects the quality of cacao.
Hence, the AMF and compost were evaluated as inhibitors of the bioaccumulation of this
heavy metal. A completely randomized design (CRD) with a three-factor arrangement was
employed to assess the AMF (A), compost (B), and cadmium (C) in eight treatments, each
with six replicates (48 plants). It was determined that both AMF and compost have a
beneficial influence on plant growth (Te = 11.55, T7 = 15.15, and Tg = 8.39%), and they
resulted in lower cadmium concentrations in the stems (Te = 2.01% and Tg = 23.78%)
compared to the outcomes of a contaminated substrate (Ts). Additionally, there were
significant effects on mycorrhizal colonization and mycelium length. In conclusion, a
substrate composed of AMF and compost helps reduce cadmium bioaccumulation in cacao,
thus enhancing the quality of derived products and the economic returns for cacao farmers

in the San Martin region.

Keywords: Organic amendment, cadmium chloride, colonization, bioremediation.
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INTRODUCCION

Las plantas de cacao brotan en las areas pertenecientes a la selva tropical de América del
Sur, especialmente alrededor de los rios Putumayo, Napo y Caquetd que son afluentes
del rio Amazonas (Romero, 2016); por lo tanto, este territorio alberga una importante
cantidad de la variedad genética de cacao (Osorio-Guarin et al., 2017). Segun el
Ministerio de Agricultura y Riego [MINAGRI] (2019), el departamento de San Martin es
responsable del 38 % de la produccion en el Peru., ademas, dicha actividad tiene un alto
valor econémico, como se refleja en sus niveles de exportacion. Durante el periodo 2013
— 2017, el grano de cacao experimentd un crecimiento promedio anual del 6,3 %, y su

consolidacién en el 2019 con un incremento de 189 %.

Las plantas de cacao tienen la aptitud para translocar los metales pesados presentes en el
suelo a todas las partes que conforman su estructura vegetativa, superando los limites
maximos permisibles (Mendoza-Ldpez et al., 2021; Scaccabarozzi et al., 2020; Barraza
et al., 2019). EI Cd es un elemento toxico para los humanos y puede afectar el sistema
renal, reducir la densidad 6sea (Alfvén et al., 2000). Ademéas, Hamid et al. (2019)
sefialan que ingresa al cuerpo humano por la ingesta de productos contaminados, lo que
puede alterar el funcionamiento del higado, los rifiones, la placenta y los pulmones. La
toxicidad del Cd en las plantas consigue afectar negativamente el proceso de
germinacion, el de la fotosintesis y el desarrollo de las plantas, afectando el rendimiento
agricola (Qaswar et al., 2017; Rizwan et al., 2017).

En 2019, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) identifico el cacao
como una primordial fuente de Cd en los seres humanos, lo que dio lugar al Reglamento
(UE) N° 488/2014 (UE 2014) el cual regula la maxima concentracion de Cd en el
chocolate y los otros derivados del cacao. Para evitar efectos negativos en el cuerpo
humano, es necesario impedir la bioacumulacion de Cd por las plantas de cacao. En ese
sentido, se ha evaluado que los (HMA) en combinacion con aditivos organicos como la
técnica idonea para la recuperacion de los suelos contaminados, segun Liu et al. (2018) y
Madejon et al. (2021).



La presencia de Cd en los suelos ha sido un problema en los cultivares de cacao y ha
generado preocupacion por su ingesta en la dieta alimentaria. Para abordar este problema se
ha propuesto varios métodos de reduccion de Cd en el suelo: intercambio ionico,
electrocinética, lavado de suelos, uso de nanomateriales, oxidacion avanzada,
biorremediacion y aplicacion de enmiendas (Rahim et al., 2022). Entre las técnicas de
remediacion de los suelos contaminados con metales pesados, es la mixtura de HMA y
compost ha mostrado resultados prometedores. Esta técnica permite la estabilidad de los
metales pesados en el suelo, disminuyendo su biodisponilidad e impidiendo su absorcion en
las partes vegetativas de las plantas (Hamid et al., 2019), ademas, Los HMA también tienen
un efecto directo en la mejora de la tolerancia de varias especies vegetales a los metales
pesados, a través de estrategias de inmovilizacion y adsorcidon de metales pesados en sus
hifas (Janeeshma y Puthur, 2020; Huang et al., 2006 ). Es importante destacar que esta
préctica es amigable con el medio ambiente y rentable (Bhaduri y Fulekar, 2012).

La regién San Martin es conocida por su agricultura y destaca como una importante zona
productora de cacao. En esta region se siembran principalmente dos tipos de variedad de
cacao: el CCNS5, que se caracteriza por su elevado beneficio, asi como también, su resistencia
a las plagas y enfermedades, pero no posee una buena calidad, y los finos de aroma (ITS,
TSH, etc.), que son de alta calidad, pero mas susceptibles a las plagas y tienen un menor
volumen de produccion. La absorcion del Cd en el cacao viene influenciada por factores
como la fertilizacion, la edad del arbol, el genotipo, el estado de nutrientes del suelo y las
condiciones ambientales. En este contexto, las micorrizas han sido consideradas como

biofertilizadores y biorremediadores de suelos.

Existe evidencia de altas cantidades de metales pesados, de cadmio (Cd) mas precisamente
en cultivos de cacao en algunas localidades del Peru. Por ejemplo, los cultivos de cacao en
la region amazonica superan los limites establecidos tanto por las normas peruanas como
por la europea (Oliva et al., 2020). Ademas, se ha encontrado Cd en areas sembradas de
cacao localizadas a una elevacion entre los 600 y 800 m.s.n.m en San Martin (Mendoza-
Lopez et al., 2021) y en los cacaotales de Huanuco con 2,46 mg kg™ * (Zug et al., 2019). En

ese sentido, la variedad de HMAs vinculados a las plantas de cacao puede representar una
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solucién para inmovilizar el cadmio y optimizar el desarrollo morfoldgico de las plantas,

como sugiere Vallejos-Torres et al. (2022).

En esta investigacion se evalu6 el potencial de las especies de HMA"s (Glomus hoi,
Rhizoglomus sp, Diversispora aurantia y Acaulospora sp.) junto con la enmienda orgénica
(compost) en la absorcién de Cd y el desarrollo de las partes vegetativas del cacao. Para
Ilevar a cabo el estudio, se recolectaron HMA de parcelas de los productores de cacao de la
provincia de Lamas y se multiplicaron en invernaderos de la Universidad Catolica Sedes
Sapientiae utilizando cultivos hospederos en macetas, posteriormente, se prepararon los
sustratos agregando una solucién preparada a partir de sal metalica de cloruro de cadmio (1

g L) y el medio de enraizamiento de acuerdo con el disefio establecido.

Para tal fin, las semillas de cacao criollo extraidas de mazorcas recolectadas de plantas
matrices en la provincia de Lamas fueron repicadas en maceteros, se les afiadio esporas de
HMA pertenecientes al consorcio Lamas. En este sentido, también se evalu6 el desarrollo
vegetativo del cacao durante 4 meses de manera continua. Las evaluaciones de colonizacién
de micorrizas se llevaron a cabo de acuerdo con la metodologia desarrollada por Brundrett
et al. (1984). La longitud de micelio midio utilizando un microscopio a 4,5 x y las
intersecciones entre Hifa-Linea se cuantificaron con un contémetro. Las concentraciones de
cadmio en el suelo se analizaron utilizando el Método 3050B de la U.S. Environmental
Protection Agency (EPA), ademas, las cantidades de Cd en tallo y raices empleando el

método de Digestion: HNO3/espectro Absorcion Atémica.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de los hongos micorrizos arbusculares (HMA) y el compost en la

absorcion de cadmio y crecimiento vegetal del cacao criollo.

Objetivos especificos

o Evaluar el efecto de los HMA y el compost en la absorcion de cadmio en suelos y

raices de cacao en vivero en la Region San Martin.

o Evaluar el efecto de los HMA y el compost en el crecimiento vegetal de cacao en

vivero en la Region San Martin.

o Evaluar el efecto de la colonizacidn extra radicular de HMA de las plantas de cacao

en los suelos contaminados con cadmio en vivero de la Region San Martin.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Antecedentes internacionales

En su investigacion, Correa et al. (2021) examinaron como las propiedades del suelo alteran
la absorcion de Cd y el desarrollo de plantulas de cacao en un entorno de invernadero en
Colombia. En su estudio, emplearon suelos del tipo andisol del horizonte A que lo tamizaron
en mallas menores a 2 cm. Posteriormente aplicaron a los suelos, soluciones de Cd a partir
de sulfato de cadmio hidratado en las siguientes concentraciones: 0, 2, 5, 10 y 20 pg.g™.
Implementaron un disefio experimental completamente aleatorizado con disefio factorial de
4 x 5 x 4y tres repeticiones. Los respectivos niveles de los factores fueron: cuatro niveles
para suelo correspondientes a S1, S2, S3 y S4; cinco niveles de Cd total correspondientes a
0,2, 5,10y 20 pg.g?; y cuatro niveles para cultivar correspondientes a Caucasia-39, IMC-
67, FSV-41 y CCN-51. Luego de 120 dias después de la siembra, recolectaron las plantas y
realizaron los andlisis de Cd y crecimiento vegetativo. Los andlisis estadisticos fueron
realizados empleando modelos de regresién con el uso de software R Studio Team, version
1,0,143. Se han encontrado varias relaciones entre las propiedades fisico — quimicas del
suelo y el cadmio disponible, como la densidad aparente y la real, el contenido de hierro,
arena, magnesio, potasio, sodio y cobre. Ademas, las correlaciones fueron moderadas a
fuertes entre el potasio (r2 = —0,56) y densidad real (r* = 0,42) con respecto al cadmio foliar.
Asimismo, corroboraron un efecto diferencial sobre el crecimiento del cacao en variables
como la biomasa en concentraciones de cadmio de 5 pg.g™* en suelos. El estudio no encontro
diferencias estadisticamente significativas entre las variedades cultivadas en términos de
absorcion de Cd o el desarrollo de las plantas. Como propuesta para estimar el contenido de
Cd foliar presentaron un ajuste lineal multiple con coeficiente de determinacion r? = 0,878.
Finalmente, encontraron que ciertas propiedades del suelo, como el bajo pH, la alta densidad

aparente y real y los altos niveles de arcilla, aluminio, hierro y zinc, estan asociados con una
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mayor disponibilidad de cadmio, condiciones que ejercen un efecto negativo sobre el
crecimiento de las plantas.

Zhang et al. (2019) llevaron a cabo una investigacion en la ciudad de Xinghua, China, para
evaluar los efectos de los HMA vy el biocarbon en el desarrollo y la absorcidén de metales
pesados, especificamente en la “alfalfa” (Medicago sativa L.). Para ello, utilizaron una
mezcla de arena de rio y suelo en cantidades de 1: 2. Para lo cual se realiz6 un disefio factorial
2 X 2 x 2, con incorporacién de cadmio, inoculacion de HMAs y enmienda de biocarboén,
ademas, se dispuso de un DCA con 4 réplicas. El estudio incluyé dos cantidades de Cd (0 y
20 mg.kg-1), dos tratamientos con biocarbon (0 y 3 %, p: p) y dos mas con HMA
(inoculacion de HMA, no micorrizicos control,). Ademas, se probaron ocho conjugaciones
experimentales, a saber: sin HMA, HMA, biocarbon (BC), HMA + BC, Cd, HAM + Cd, BC
+ Cd y HMA + BC + Cd. Los célculos estadisticos se realizaron con SPSS 13.0, con un
ANOVA para observar los resultados de la inoculacién de HMA, de la suplementacion con
biocarbon y el cadmio; asi como pruebas de Duncan en la comparacion post hoc. Los
resultados mostraron que la inoculacién de HMA suplementada con biocarbén tuvo las
concentraciones minimas de Cd en los brotes de la alfalfa, pero los niveles de N y P en los
tejidos vegetales se dio en el grupo que se agregd cadmio. Los ensayistas concluyeron que
la combinacion de HMA y biocarbdn brind6 efectos sinérgicos significativos en la absorcion

de los nutrientes y la reduccion de la presencia de Cd.

En su estudio, Rask et al. (2019) investigaron el papel de las esporas de micorrizas
arbusculares (MA) en la movilidad del cadmio (Cd) y su impacto en la colonizacion de las
plantas por las MA. Ademas, examinaron como diferentes especies de vegetales colonizados
por MA influyeron en la absorcion y la toxicidad del cadmio en las plantas. La investigacion
se realiz6 en un invernadero en Dinamarca, utilizando con seis especies de plantas cultivadas
en macetas (Hordeum vulgare L. var. Evergreen, Linum usitatissimum L., Sorghum bicolor
L., Matricaria recutita L., Sinapis alba L. y Dianthus deltoides L. var. Erectus) y siete
concentraciones de Cd (0,35, 1,35, 2,85, 6,65, 16,15, 40,15 y 100,35 mg.kg?). El disefio del
experimento incluyo una planta con alta colonizacion micorrizica, Hordeum vulgare L. var.
Evergreen (con una colonizacion superior al 50 %), dos plantas (Linum usitatissimum L. y
Sorghum bicolor L.) ambas de moderada con colonizacién micorrizica (20 — 50 % de

colonizacion), una con baja colonizacion (Matricaria recutita L con colonizacion menor del
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25 %), y dos plantas que sin actividad micorrizica (Sinapis alba L. y Dianthus deltoides L.
var. Erectus ambas sin colonizacidn). Las plantas se cosecharon de forma destructiva una
vez transcurrido dos meses Y las raices de cada maceta se lavé con agua destilada, se corto
en trozos de 1 cm y se dividieron en dos submuestras: la primera para medir el Cd y la
segunda para el andlisis de colonizacion micorrizica. Seguidamente, las raices y los brotes
se secaron a 105 °C por un lapso de 24 horas, a continuacion, se realizé la digestion por
microondas con el equipo MARS 6 de CEM Corporation, para lo cual se afiadié 10 ml de
acido nitrico al 32,5 %, con la finalidad de medir la concentracion de Cd en las muestras
mediante espectrofotometria de absorcion atémica con el equipo PinAAcle ™ 900T de
Perkin Elmer. EI material radicular se traté con hidréxido de potasio al 10 % y se tifieron
con azul de tripano al 0,05 % segun el método modificado de Phillips y Hayman (1970).
Tanto el analisis de correlacion y el de regresion lineal se realizaron con el software de
graficacion SigmaPlot v.13.0, y los analisis de varianza (ANOVA) con el software de
integracién de datos SAS Enterprise Guide 6,1. Los resultados mostraron que la asociacion
con MA reduce la translocacion de cadmio a los brotes, principalmente en plantas con tasas
de colonizacion de HMA mas elevadas. Ellos concluyeron que la interaccion entre las
especies de plantas y la colonizacion de HMA promueve significativamente la absorcién de
cadmio en las plantas resultado importante considerar las HMA al cultivar plantas en areas

donde este metal pesado esta presente.

En su estudio, Pérez et al. (2019) investigaron el potencial de las micorrizas en la absorcion
de Cd en plantas de cacao. El proposito principal de la investigacién fue evaluar la capacidad
de las micorrizas arbusculares (HMA) para inmovilizar el Cd en un cultivar de cacao (IMC
67), con el objetivo de determinar su habilidad para retener el Cd. El ensayo experimental
se llevo a cabo en Rionegro, Colombia, y la metodologia incluy6 un grupo de control y tres
tratamientos micorrizicos diferentes: Glomus macrocarpum, Rhizoglomus intraradices y
HMA nativos. Se emplearon varias concentraciones de cadmio (0, 6, 12, 18 y 24 ppm). Los
autores registraron datos morfolégicos y cuantificaron los niveles de cadmio en todas las
partes vegetativas de las plantas (raiz y aérea). Se llevaron a cabo muestreos destructivos a
los 30, 60, 90 y 120 dias despueés de la siembra, siendo el muestreo de los 30 dias considerado
como el punto de referencia (sin la incorporacion de dosis de cadmio). Se evalud la
colonizacién micorrizica en el primer y Gltimo muestreo, y se midio el contenido de cadmio

en las partes vegetativas de las plantas. El disefio experimental fue aleatorio y empleé la
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prueba de Tukey para analizar las diferencias significativas, con un nivel de significancia de
0,05 en todas las pruebas realizadas. Los andlisis se llevaron a cabo utilizando el software
STATISTIX 9.0 ®. Los resultados revelaron que las plantulas de T. cacao transportaban el
cadmio con facilidad a las partes vegetativas, como los tallos, hojas y raices. Por otro lado,
las plantas inoculadas con HMA — nativos presentaron una significativa disminucion de la
acumulacion de Cd en todas las partes vegetativas analizadas. Los autores concluyeron que
hubo evidencia de translocacion de Cd en el cacao, pero la presencia de simbiontes HMA
permitio un desplazamiento hacia la parte aérea, por lo tanto, consideraron que las micorrizas

simbiontes reducen el estrés causado por metales toxicos.

En su estudio, Qing et al. (2018) investigaron las implicancias de la simbiosis de los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) en el crecimiento de las plantulas de maiz, asi como
también la absorcion de metales pesados y nutrientes en ellas mismas. Este estudio se centro
en las propiedades que brinda el Claroideoglomus etunicatum al incorporarla en la biomasa,
asi como también se evalud su implicancia en la absorcion de nutrientes, de metales y la
translocacion en el maiz sembrado en suelos enriquecidos con lantano (La) y cadmio (Cd).
Esta experiencia se realiz6 en China y se disefi6 como un bloque aleatorizado 2 x 2 X 2, con
dos tratamientos con Cd (0 y 5 mg.kg™ de suelo), dos tratamientos de La (0 y 100 mg.kg™*
de suelo), la primera que contenia una inoculacion con micorrizas y la segunda sin
inoculacidn en calidad de testigo (con y sin C. etunicatum). Cada tratamiento se replicé en
seis ocasiones, lo que result6 en un total de 48 macetas dispuestas de manera aleatoria. Los
valores numéricos obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza de tres vias (ANOVA)
utilizando el software SPSS 17.0. Los datos que seguian una distribucion normal se
sometieron a la Prueba de Duncan, con un nivel de significancia de P < 0,05, mientras que
los datos que no tenian una distribucién normal (colonizacién micorrizica) se transformaron
utilizando el arcoseno y se analizaron mediante Kruskall-Wallis. Los resultados revelaron
que la tasa de inoculacion de C. etunicatum en el maiz varié entre 22,0 y 34,0 %. Sin
embargo, en comparacién con el grupo testigo, las aplicaciones individuales y combinadas
de La (100 ppm) y Cd (5 ppm) redujeron significativamente la colonizacion de HMA en un
22,0 %, 35,0 % y 28,6 %, respectivamente. La inoculacion de HMA incremento la biomasa
del maiz en un 26,2 % en cotejo con el testigo. Seguln los autores, estos hallazgos contribuyen

a una mejor comprensién de como los HMA pueden contribuir a la fitorremediacién de
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suelos, principalmente al afectar la biodisponibilidad, la fitotoxicidad y la coexistencia de

elementos metalicos en los ecosistemas.

Song et al. (2015) investigaron la biodisponibilidad de cadmio (Cd) para el raigrés en China
utilizando la técnica de Gradiente Difusivo en Pelicula Delgada (DGT), y evaluaron cémo
las propiedades del suelo influian en esta biodisponibilidad. En la metodologia utilizaron 18
suelos contaminados con Cd, que se secaron al aire y luego fueron tamizados a 2 mm para
homogenizar el suelo. Se evaluo6 el pH del suelo, el cual se midié en una mezcla 1: 2.5
(peso/volumen) con agua desionizada utilizando un medidor de pH (Delta 320, Mettler,
Zurich, Suiza), ademas, se determind la materia organica (MO) mediante la digestion con
dicromato de potasio y la capacidad de intercambio cationico (CEC) utilizando NH4OAc /
HOAC para extraer el Cd a pH 7.0. Con el uso de un espectrometro de absorcién atdbmica se
midio la concentracion total de Cd en los suelos. Se utilizaron semillas esterilizadas en la
superficie con hipoclorito de sodio (NaCIO) con una concentracion de 5 g.kg?, cinco
semillas se sembraron en cada maceta que contenia 1 kg (equivalente seco peso) de cada
suelo. Las plantulas germinadas fueron raleadas a 3 por maceta después de 15 dias de
establecidas. Las plantas se cultivaron en condiciones controladas con una temperatura de
21 °C durante el diay 16 °C durante la noche, y una humedad relativa del 60 al 70 %. Después
de 60 dias de crecimiento, los brotes y las raices se cosecharon y se analizaron mediante
pruebas estadisticas descriptivas, analisis de significancia y calculos de regresién utilizando
el software SPSS version 16.0. Los resultados indicaron que la transferencia de Cd al raigras
fue influenciada negativamente la acidez del suelo y positivamente por la materia organica
(MO). Los analisis estadisticos multivariados mostraron que los coeficientes de correlacién
ajustados para las parcelas que involucran el Cd total del suelo, el Cd del agua de los poros
y el Cd extraible con Na EDTA y AC mejoraron significativamente al considerar las
influencias de las propiedades del suelo, lo que sugiri6 que estos métodos dependian del pH
y de la MO. En cuanto a la CEC, los autores concluyeron que los principales componentes
del suelo que son capaces de influir en la biodisponibilidad tuvieron el menor impacto en la

tecnologia DGT.
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Antecedentes nacionales

Vallejos-Torres et al. (2022) llevaron a cabo un ensayo experimental que examin6 como los
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) contribuyen en la absorcién de cadmio (Cd) y el
crecimiento de las plantas de T. cacao en un ambiente controlado (vivero) en la amazonia
peruana. Para lo cual realizaron la inoculacion de semillas germinadas de cacao con varias
especies de HMA, utilizando una proporcion de 1500 esporas en sustratos dispuestos en
maceteros de 3 kg, que contenian dos concentraciones de Cd (CdCly): 0 y 5 mg.kg™.
Evaluaron diversos indicadores, como la altura de las plantas, la colonizacion y el micelio
de HMA, asi como la concentracién de Cd en el suelo y en los tallos de las plantulas de
cacao. Para analizar los resultados, emplearon un DCA con un arreglo bifactorial que
comprendia ocho tratamientos. Ademas, llevo a cabo el anélisis de varianza para un nivel de
significancia de p<0,05 y aplicaron la prueba de Tukey. Los hallazgos obtenidos sefialaron
que el consorcio de HMA recolectado en Mariscal Caceres mejoro tanto la altura de las
plantas como la expansion foliar. En contraste, el consorcio de Lamas promovio un
incremento de cadmio tanto en los tallos del cacao como en el suelo donde se establecio el
cultivo. En términos de colonizacién micorrizica, los consorcios de Lamas y Rioja
alcanzaron los valores més altos, con un 89,33 % y un 84,09 % respectivamente, cuando no
se afiadié cadmio al suelo, ademéas, mostraron una reduccién de cadmio en el suelo en un
8,66 % vy el 6,30 %, respectivamente. También se observé una disminucion en el contenido
de cadmio en el sistema aéreo (tallos), con valores de reduccién del 18,90 % para el
consorcio de Lamas y del 17,43 % para el consorcio Mariscal Céceres. En resumen, los
autores concluyeron que las especies de HMA presentes en las raices de las plantaciones de
cacao podrian incorporarse en programas de biorremediacion para retener el cadmio y

promover el desarrollo de las plantas.

Rosales-Huamani et al. (2021) investigaron la concentracién de cadmio y plomo en
sembradios de T. cacao en Junin, Peru, el estudio se llevd a cabo en suelos arcillosos y
ligeramente acido localizados en la zona de Satipo. La metodologia consistio en recolectar
muestras de suelo agricola, esta muestra (1 kg) fue analizada en el laboratorio de analisis de
la FIGMM-UNI, después de secarla, triturarla y tamizarla para luego ser almacenadas a 22
°C. El contenido de los elementos se determind utilizando el método de la Agencia de

Proteccion Ambiental (EPA - 3050B). Las muestras en solucion obtenidas tras el proceso de
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digestion se analizaron en un espectrofotdmetro de absorcion atdmica (Scientific Equipment,
modelo XplorAA). La estadistica realizada con los datos de las muestras incluyo la prueba
de t-Student y el analisis de correlacion de Pearson para las concentraciones de Cd y Pb. Los
resultados asi obtenidos, mostraron que el contenido medio del cadmio fue de 1,25 mg.kg™
por debajo del limite permisibles del MINAM, que es de 1,4 mg.kg™. En cuanto al plomo,
se determind que el contenido promedio de 19,44 mg.kg™, el cual también esta por debajo
de la norma del MINAM. Los autores concluyeron que el mapa geoquimico muestra las
mejores zonas para cultivar cacao, ya que la concentracién de cadmio y plomo estan por

debajo de los limites permisibles.

Huaraca-Fernandez et al. (2020) efectuaron una revision sobre el uso de abonos organicos
para retener el cadmio (Cd) en tierras agricolas, el estudio se llevd en Lima, Perd. Los
autores evaluaron cuatro informes cientificos que se centraban en el efecto del compost como
abono organico en la inmovilizacion de cadmio (Cd), asi pues, tres articulos cientificos
evaluaron el efecto del estiércol y un articulo evalud el efecto del vermicompost en la
reduccion de Cd. Los resultados indicaron que la enmienda organica, restos de animales,
residuos de casa, fertilizantes microbianos y rastrojos de cosecha desempefian un rol
importante para correccion de suelos contaminados con Cd. También llegaron a la
conclusion que las “enmiendas organicas” cuentan con el potencial para disminuir la

concentracion de cadmio en las plantas.

Florida et al. (2019) estimaron el efecto de la enmienda orgéanica y quimica en los
microorganismos y cadmio (Cd) en cacao, mas precisamente el impacto del compost y NPK
en varios grupos de microorganismos presentes en suelos y en la concentracion del Cd en
las almendras de cacao (Clon CCN), esta investigacién fue realizada en Ucayali, Perl. Para
lo cual emplearon un disefio de bloque al azar para cuatro tratamientos: grupo de control, el
Tratamiento 2 utiliz6 compost a una dosis de 3000 kg ha*, el Tratamiento 3 empled NPK en
una proporcion de 84-35-161 y el Tratamiento 4 fue la combinacidén de compost para una
concentracion de 1500 kg. ha™! y NPK (42-18-80), cada tratamiento se replico cuatro veces.
Se realiz6 pruebas de normalidad, como Shapiro-Wilk y Shapiro-Francia, una vez que fue
conocida la normalidad de los datos se procedié con el andlisis de varianza a efectos de

examinar la correlacion entre el tratamiento y las variables evaluadas. El software utilizado
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fueron el IBM SPSS 25 y el Stata 15. La concentracion de Cd se determin6 mediante el uso
de EDTA 0,05 M y los granos de cacao se evaluaron utilizando DANP en una proporcion de
4:1. El recuento de microorganismos aerobios se basoé en mas de 100 UFC/g, mientras que
los actinomicetos, hongos y nitrificantes se midieron también en mas de 100 UFC/g, la media
de concentracion de cadmio fue de 0,21 pg. g en general y 0,37 pg. gt en los granos de
cacao. Los resultados mostraron que no se encontro diferencias significativas (p<0,05) entre
los tratamientos ni en la formacion de los grupos microbianos, ademas, se observé que el
compost tuvo un impacto significativo en la disminucién del contenido de Cd en los granos
de cacao, siendo el Tratamiento 2 el que mostré mejores respuestas en cuanto a la presencia

de grupos de microorganismos.

1.2. Bases tedricas especializadas

1.2.1. Origen del cacao

El origen del cacao se sitda en las regiones cercanas a los rios Caqueta, Putumayo y Napo
en el Perl (Garcia, 2000). La expansion de las plantas de cacao se hizo de dos maneras, la
primera, cubriendo el sur de México y Centroamérica, la segunda por el oeste, incluyendo
Colombia, Ecuador y Perta (Motamayor et al., 2002). Histéricamente, el cacao ha sido
utilizado por las culturas maya y azteca con propoésitos religiosos, medicinales y como
alimento, como se describe en el informe del Ministerio de Agriculturay Riego (MINAGRI,
2016).

La presencia del cultivo de cacao en el Per( abarca diversas regiones principalmente
cercanas a la Amazonia peruana, como se detalla en la Figura 1. Lopez et al. (2020) sefialan
que es posible encontrar T. cacao en el Huallaga Central, Alto Marafién, Rio Apurimac, La
Convencién y Bagua. En San Martin, el cacao se cultiva especialmente en Tocache, Juanjui,
Lamas, San José de Sisa y Moyobamba. El cacao es un producto de gran valor comercial
para el Per, al igual que todos sus derivados, como el chocolate y la cocoa (Barrezueta-
Unda et al., 2017).
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Figura 1
Principales zonas de productoras de cacao en el Per(
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Nota. Mapa de ubicacion de las zonas de produccion de cacao més importantes en el Per( (en rojo); siendo
estas, zona del Rio Apurimac-Ene (VRAE), la Convencion (Cusco), (Ayacucho, Cusco y Junin) y zonas del
Huallaga (Huanuco y San Martin); el Valle de Tambo, en el Departamento de Junin, y el Marafién (Amazonas
y Cajamarca). [MINAGRI], 2003.

1.2.2. Caracteristicas agrondémicas del cacao

El cultivo del “cacao” Theobroma cacao L. prospera muy bien desde 0 hasta los
1000 m s.n.m. (Cuatrecasas, 1964); esta planta llega a alcanzar entre 5 a 8 metros. Presenta
hojas lanceoladas, con flores pequefias, ubicadas en tejidos maduros de la planta y ramas. El
fruto se denomina generalmente mazorca. El cacao era considerado por los pobladores
nativos americanos como "alimento de los dioses". Dependiendo de los clones de cacao es
posible encontrar una variacion en el nimero de granos de color violacea y blanquecina
adherida a una pulpa (Ganoza et al., 2012). El area foliar es indispensable para la fotosintesis
que realiza la planta; esto a su vez tiene su efecto en el crecimiento, desarrollo, agronémico,
captura de los rayos del sol, uso razonable del recurso hidrico y nutricion mineral
(Rodriguez et al., 2016).
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1.2.3. Efectos del cadmio en plantas

El cadmio es el metal pesado que mas interés de estudio tiene para con el cacao debido a su
presencia en las partes vegetativa y a su alta toxicidad, lo cual esta asociado a efectos
negativos para la salud humana. Thévenod y Lee (2013) resaltan que el cadmio tiene una
notable capacidad de movilidad en las cadenas alimentarias. En plantas del cacao, el Cd se
presenta en el suelo como resultado de diversas enmiendas, como lodos de depuradora y
fertilizantes fosfatados, asi como también en los residuos de madera quemada, que en
muchos casos son afiadidas por los agricultores. Estas sustancias pueden terminar en los
cultivos alimentarios, como sefiala Li et al. (2016). Cuando los seres humanos ingieren
productos contaminados, las concentraciones de cadmio pueden afectar los pulmones, el
higado, los rifiones, asi como los huesos (provocando una reduccién en la densidad 6sea) y
la placenta. Esto ha sido documentado por Hamid et al. (2019) y Alfvén et al. (2000). En
resumen, la contaminacion por cadmio constituye parte de la problematica de los suelos
agricolas y al mismo tiempo que representa un peligro para la salud humana y animal, segun
Zhong et al. (2015). Es crucial tomar medidas para abordar esta problematica y reducir los
riesgos asociados a la concentracion del cadmio en el medio ambiente y principalmente en

los alimentos.

El Cd tiene efectos desfavorables para el desarrollo de las partes vegetativas de las plantas
incluso en cantidades relativamente bajas (White y Brown, 2010). La toxicidad en las
especies vegetales tiene como consecuencias la interrupcion del desarrollo de semillas, la
fotosintesis, la tasa de crecimiento y rendimiento (Rizwan et al., 2017); asi como, la
asimilacion de minerales durante el proceso de absorcion radicular (Qaswar et al., 2017). El
cadmio se acumula en diversos tejidos vegetales, asi pues, el contenido de cadmio en las
plantas depende de los clones establecidos dentro de una parcela (Li et al., 2017) y la
presencia de diferentes especies de plantas consideradas como malezas (Salt et al., 1990).
También es necesario considerar que los suelos tropicales de América del Sur y
principalmente los suelos andesiticos de origen volcanico contienen altas concentraciones
de cadmio de origen natural (Bansah y Addo 2016; Chavez et al., 2015).
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1.2.4. Cadmio en suelos

Yasir et al. (2019) afirman que el suelo juega un papel importante como principal reservorio
de metales y como impedimento para su ingreso a la cadena alimenticia. No obstante, las
actividades como la fundicion de metales y la mineria han llevado a una gradual transferencia
de diversos metales toxicos del suelo a nuestro entorno, lo que ha resultado en un incremento

de la contaminacion por metales pesados, como sefiala Sinha et al. (2013).

A traveés del tiempo, mdaltiples técnicas fisicoquimicas y bioldgicas han sido probadas para
eliminar los metales pesados del suelo, como indican Yasir et al. (2019). En ese sentido, se
considera a la inmovilizacion in situ como una estrategia viable para tratar suelos con
presencia de metales debido a su facil implementacion y eficacia, como afirman Yang et al.
(2017). Varios estudiosos han explorado el uso una variedad de enmiendas, como fosfatos,
minerales arcillosos, materiales calcareos y la biorremediacion, para inmovilizar el cadmio
en suelos contaminados (Cui et al., 2011). La biorremediacién implica el uso de
microorganismos, como hongos, algas y bacterias, tal como mencionan las investigaciones
de Yang et al. (2017) y Zeng et al. (2017).

La degradacion de los suelos agricolas es un problema ambiental de gran magnitud en varias
partes del orbe, como sefialan Bateman y Mufioz-Rojas (2020). Actividades del hombre
como la deforestacion, la agricultura y la actividad industrial pueden provocar un acelerado
deterioro del suelo, manifestada en la compactacién, la pérdida de productividad y la
contaminacion, entre otros aspectos negativos, tal como destacan Pereira et al. (2018). En
términos globales, la concentracion de cadmio en suelos naturales varia entre 0,01 y 2,7
mg.kg?, seglin lo reportado por McLaughlin et al. (1997), en cambio, en suelos sometidos a
manejo humano, esta cifra puede llegar hasta 10,5 mg.kg™, como menciona Chalmers
(2001). Dentro de los criterios de los Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para suelos
agricolas en el Peru, el Decreto Supremo N° 002 — 2013 — MINAM (2013) estipula que la
cantidad de Cd no debe extralimitarse de los 1,4 mg.kg™. Sin embargo, en nuestra region se
ha medido hasta 0,20 mg.kg™ de cadmio en suelos de cultivo de cacao, segin lo reportado
por Arévalo-Gardini et al. (2016).
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La concentracion de Cd en el suelo suele estar estrechamente relacionada con la presencia
de cadmio en la roca subyacente. Sin embargo, las actividades agricolas e industriales
pueden lixiviar cadmio, excediendo la capacidad del suelo y de los sistemas de raices de las
plantas, lo que en dltima instancia conduce a la asimilacion del metal por las plantas.
Estudios anteriores sobre cacaotales en América del Sur han demostrado una clara relacion
entre la presencia de cadmio en avellanas de cacao y las concentraciones totales de cadmio
en el suelo. Ademas, se ha observado un impacto significativo del pH del suelo en la
disponibilidad de cadmio para las plantas, tal como han sefialado Arguello et al. (2019) y
Ramtahal et al. (2019).

La biodisponibilidad del Cd en los suelos se ve influenciada por varios componentes, como
la concentracion total de metales, la materia orgénica, el pH, la capacidad de intercambio
catiénico (CIC) y la presencia de arcilla. Estos aspectos han sido destacados por Alloway
(2013) y Kirkham (2006). Especificamente, el pH desempefia un papel crucial en los suelos,
ya que regula la solubilidad y movilidad del Cd, lo que a su vez afecta su disponibilidad para
las plantas. Un pH mas acido acrecienta la movilidad y solubilidad del cadmio, lo que
incrementa el riesgo de absorcion por parte de las plantas, como menciona Wang (2006). En
las plantaciones de cacao en Sudamérica, es comun utilizar sistemas de manejo que
involucran el uso de fertilizantes, pesticidas y riego con fertilizantes quimicos, segin lo

sefialado por Wickramasuriya y Dunwell (2018).

1.2.5. Simbiosis de micorrizas arbusculares en plantas

La asociacion mutualista entre las plantas y los HMA es ampliamente extendida, alcanzando
aproximadamente un 80 % de las plantas, especialmente en diversas especies cultivadas
(Wipfetal., 2019). Esta simbiosis desempefia un rol crucial en la alimentacién de las plantas,
permitiéndoles aprovechar de manera mas efectiva los componentes del suelo y superar las
restricciones abidticas presentes en su entorno (Lenoir et al., 2016). Los HMA colaboran
con las plantas para enfrentar diversos desafios, incluyendo el cambio climatico (Torres et
al., 2018), sequias (Symanczik et al., 2018) y la presencia de metales pesados contaminantes
(Torres et al., 2018).
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La asociacion micorricica favorece tanto la absorcion de nutrientes de las plantas como la
absorcion de metales innecesarios (Parmar et al., 2013). Sin embargo, en otros informes
cientificos se afirma que la colonizacion micorrizica brinda una ventaja a las plantas, pues
los metales pesados son inmovilizados en el micelio o sistema radicular (Hildebrandt et al.,
2007). Asi pues, hay indicios que los HMA reducen significativamente la concentracion de
Cd en los brotes de las plantas. (Tan et al., 2015; Zhang et al., 2018).

Ademas, la colonizacién micorrizica (CM) de las raices también puede ser perjudicada por
la presencia de metales pesados del suelo (Hildebrandt et al., 2007), en ese sentido, algunas
plantas con alta CM muestran un crecimiento favorable en suelos con altos niveles de
concentracion de metales pesados. A raiz de eso, surge una interrogante, si las diferencias
en la tolerancia y la acumulacién de cadmio entre especies de cacao depende de la variacion

natural o en el grado de colonizacion de HMA especifico de cada especie.

1.2.6. Micorrizas arbusculares y reduccion de cadmio en el cultivo de cacao

La aplicacién con esporas de micorrizas arbusculares a los cultivos de cacao podria reducir
el paso del Cd hacia los propagulos vegetativos de la planta. Tal es asi que los HMA nativos
podrian considerarse como un plan eficiente en la reduccion de transporte de Cd hacia la
planta de cacao al acumular compuestos xenobioticos en su micelio (Pérez et al., 2019). De
acuerdo con diversos estudios, existen muchas tecnologias capaces de remediar este metal
toxico reduciendo el movimiento de suelo a la planta (Wang et al., 2009); asi pues, estas
metodologias requieren ser validadas y adaptadas a las funciones de la planta y su entorno
de crecimiento (Qiu et al., 2011; Wang et al., 2009). Es aqui que los HMA se consideran
como una alternativa viable como biorremediadores dentro de la rizorremediacion (He et al.,
2013; Li et al., 2016), abarcando investigaciones desde la perspectiva genética (variabilidad
genética intraespecifica) hasta el lugar de procedencia; es decir, mediante el aislamiento de
HMA proveniente de zonas con elevada toxicidad por metales (Fernandez y Rodriguez,
2019).
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1.2.7. Enmiendas organicas y su efecto en el transporte del cadmio hacia las plantas

El compost elaborado a base a residuos organicos de diversas fuentes permite a las plantas
inmovilizar Cd y otros metales, mejorar la materia organica, el pH y la CIC , y permitir que
las plantas absorban nutrientes. Asimismo, se reduce el contenido de carbono del suelo,
mejorando asi el desarrollo vegetativo y estacional de las plantas, la formacion de complejos,

el intercambio ionico y la precipitacion (Huaraca-Fernandez et al., 2020).

En suelos con depdsitos de Cd, es util y fundamental emplear aditivos organicos o compost
para inmovilizar el Cd a través de la “estabilizacion in situ” la cual implica retener metales
pesados por medio de diferentes reacciones bioquimicas, obteniendo asi un modelo eficaz y
econdmico sostenible para el ambiente (Hu et al., 2016; Khan et al., 2017). EI compost, de

manera natural secuestra el cadmio en el suelo por agentes quelantes (Tajudin et al., 2016).

Practicamente la totalidad de los fertilizantes organicos, como el compost y el humus de
lombriz, cuentan con la capacidad para reducir la presencia del Cd para las plantas, utilizando
mecanismos como la precipitacion, la adsorcién y la formacion de quelatos (Shaheen et al.,
2014). Estos fertilizantes también favorecen la asimilacion de nutrientes por parte de las
plantas (Huaraca-Fernandez et al., 2020). Una caracteristica destacada de estas enmiendas
es su contenido de taninos, celulosa, lignina, y carbonatos, lo que mejora la capacidad natural

del suelo para inmovilizar metales pesados (Sebastian y Prasad, 2013).

Enmiendas liquidas organicas (biol) asociadas con carbdn liquido han permitido el 44 % de
disminucion de Cd en las hojas de cacao y 63 % en almendras (Zavala-Solorzano et al.,
2022). Sin embargo, asociaciones de nutri abonaza con el compost permitid reducir el 54 %
de Cd disponible; pero, en la asociacion de nutria bonaza con el humus de lombriz registraron

un 73 % de disminucion en la almendra de cacao (Huaraca Fernandez y Pérez Sosa, 2019).

29



1.2.8. Descomposicion del compost

El compost es el resultado de la descomposicién de materiales vegetales, estiércol y
microorganismos, generando residuos organicos utilizados como fertilizantes para diferentes
cultivos agricolas y forestales (Sarkar et al., 2016). Durante este proceso de descomposicion,
participan microorganismos eficientes, tanto naturales como aquellos desarrollados en
ambientes montafiosos, en entorno aerdbico (Mahmud et al., 2015). Esto da lugar a
enmiendas organicas o fertilizantes beneficiosos para el desarrollo de las plantas. Ademas,
se produce biogas en forma de metano durante la descomposicion (Sarkar et al., 2016). Los
microorganismos transforman los residuos en compuestos estables (Sanchez et al., 2017) y
facilmente aprovechables, consumiendo Oy liberando calor, H2O y CO: en el proceso
(Mahmud et al., 2015).

1.2.9. Caracteristicas del compost

Generalmente la preparacion del compost requiere de muchos insumos, tal es el caso de
residuos de cosecha, restos de leguminosas, melaza, estiércoles de animales, basicamente de
gallina que es lo mas usual, pero puede emplearse otros como estiércol de cuy, ovinos,
ganado, etc. Sin embargo, existen microorganismos que requieren incluirse para acelerar la
descomposicion, estos se pueden obtener comercialmente o de colectas realizadas en
bosques 0 montafia. Su finalidad es aportar nitrégeno, el cual aporta cambios a la fertilidad
del suelo, asi como también hormonas vegetales (Kumar y Gopal, 2015). ElI empleo de
estiércol de gallina es lo mas empleado ya que con facilidad puede encontrarse en las granjas;
esto sumado a los inmensos desechos se traduce en la generacién de tecnologias limpias
ambientalmente sostenibles (Bolan et al., 2010). Es asi como la enmienda organica se
convierte en un potencial para el cultivo de plantas por su sostenibilidad y produccion
organica (Alvarez-Vera et al., 2018).
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

2.1.  Disefio de la investigacion

El proceso experimental desarrollado se basd en un experimento en el que se comparo el
impacto de los HMA y el compost tanto en la absorcion y movilidad del Cd en el suelo, asi
como también en las partes vegetativas de plantones de cacao de 4 meses de edad. De
acuerdo con las palabras de Baena (2017), los disefios experimentales implican la operacion
de variables en situaciones controladas o con estimulos, con el propésito de obtener
resultados finales provenientes del experimento adaptado al ensayo. Ademas, este estudio se
enmarca en un enfoque aplicado, pues se emplearon principios para la validacién del ensayo
en un vivero con la aplicacion del método cientifico, con el fin de solucionar dificultades de
manera inmediata (Cortés y Iglesias, 2004). Los formatos empleados para recolectar los

datos se encuentran adjuntos en el apéndice.

2.2. Lugary fecha

Este trabajo de investigacion se realizdé de manera activa tanto en el laboratorio del campus
de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae (UCSS) — Sede Rioja, ubicado en el distrito de
Nueva Cajamarca, en donde se extrajeron los HMA, para después incorporarlos en los
sustratos de los maceteros que fueron instalados en el invernadero de la Universidad
Nacional de San Martin, ubicados distrito de Morales de la Regién San Martin (Figura 2).
Ademas, esta parte experimental se llevé a cabo entre los meses de julio y diciembre de
2021.

Nueva Cajamarca se encuentra a una elevacion de 875 ms.n.m., tiene un clima templado y
temperatura mensual media de 24 °C. Por otro lado, el distrito de Morales esté situado a una
altitud mas baja de 230 ms.n.m., con una temperatura promedio mensual ligeramente mas

alta de 24,6 °C. Ademas, la ubicacién registra una precipitacion mensual media de 119 mm
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una alta humedad relativa por encima del 80%

Figura 2

Mapa de ubicacion del estudio
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Nota. Ubicacion de los distritos de Morales y Nueva Cajamarca en las provincias de San Martin y Rioja.

Elaborado con el programa ArcGis 10.4.1.

2.3. Descripcion del experimento

2.3.1. Caracterizacion fisicoquimica del compost

Para el estudio se elabor6é el compost en el vivero de la UCSS — filial Rioja, en una
composterade 4 m x 2 m x 1 m y una pendiente de 3 %, utilizando rastrojos de cosecha de
cacao (previamente picados).- Para brindarle calidad y optimizar el proceso de
descomposicion, al compost se afiadio microorganismos eficientes (obtenidos mediante una
solucion de 3 litros de liquido ruminal, 2 litros de leche, 1 litro de melaza y 100 g de

levadura). El proceso de descomposicion fue anaerébico obteniéndolo luego de 40 dias.
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Para evaluar las caracteristicas del compost se tomd 1 kg de muestra y fue llevado al
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la UNSM para determinar su calidad
mediante analisis fisico y quimico. - Siendo la textura el parametro fisico y los parametros
quimicos fueron: pH, MO, N, P, Ky Cd. Cabe mencionar que el método utilizado para la

determinacion del Cd fue la espectrometria de absorcion atomica (EPA 3050 B).

2.3.2. Preparacion y desinfeccion del sustrato

La arena fue desinfectada con abundante agua e hipo clorito de sodio al 2,5 % y expuesta al
ambiente por un periodo de 6 horas con la finalidad de lograr la evaporacion del
desinfectante; posteriormente, fue esterilizada en autoclave a 121 °C x 15 psi de presion
durante un lapso de 2 horas, para luego, dejarla enfriar (Figura 3a). La tierra agricola fue
recolectada de 2 a 3 cm de profundidad de parcelas cacaotero, en la misma zona donde se
obtuvo las mazorcas de cacao, en bolsas de plastico debidamente identificadas. Por lo tanto,
el sustrato se preparé mezclando tierra agricola y arena de rio en 3:1.5 (v/v) respectivamente;
segun la metodologia propuesta por Vallejos-Torres et al. (2022). Es preciso enfatizar que
los materiales y herramientas utilizados durante la colecta y mezcla tanto del sustrato como
la incorporacion del compost de acuerdo con el tratamiento (Figura 3b) fueron debidamente

desinfectadas con alcohol.

2.3.3. Caracterizacion fisicoquimica del suelo por tratamiento

El estudio incluyd la realizacion de ocho anélisis fisicoquimicos utilizando muestras de suelo
recolectadas al final de la investigacion (ver Apéndice 2). Para recolectar las muestras de
suelo, se utiliz6 una paleta mediana en forma de "V", y luego se mezclé 1 kg de suelo en una
bolsa plastica transparente etiquetada con el nombre del tratamiento muestreado. El
muestreo se realizdé en cada macetero hasta obtener una muestra homogénea para cada

tratamiento, siguiendo las pautas establecidas por el MINAM (2014).
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Figura 3
Preparacion del medio de crecimiento para el estudio

Nota. (A), Lavado y esterilizacion de arena y (B) sustrato de enraizamiento (tierra agricola, arena y compost).
2.3.4. Aplicacion de cloruro de cadmio y remocion de sustratos contaminados

El estudio midid el efecto de dos niveles de concentracion de Cd: 0y 5 mg.kg™. Se prepar6
una solucién madre del ion altamente toxico (Cd?*) a partir de sal metalica de cloruro de
cadmio (CdCly), y su concentracion se estandarizé a 1 g L. Para garantizar que se alcanzaba
la concentracion necesaria de Cd?* por kilogramo de sustrato de los tratamientos Ts a Ts.
Este procedimiento se realiz6 con extrema precaucion, ya que la toxicidad de los iones Cd?*
puede ser increiblemente peligrosa para los organismos vivos y causar una serie de graves
problemas de salud. EI Cd en forma de cloruro de cadmio (CdCl>) en solucién acuosa (Figura
4A) se combind con el medio de crecimiento (arena y suelo agricola colectado en campo),
se separaron cuidadosamente alicuotas hasta alcanzar una concentracion de 5 mg de Cd?*

por kilogramo de sustrato

Para ello, los sustratos fueron pesados en bolsas de polietileno transparente de 12 x 16
pulgadas enrasado a 3 kg/bolsa, posteriormente se incorpor6 el Cd (Figura 4B). El suelo con
Cd se seco a la intemperie, y se realizaron cuatro remociones cada 15 dias, en un tiempo
total de 2 meses con la finalidad de estabilizar la concentracion del cadmio en el sustrato

como lo indica Vallejos-Torres et al. (2022).
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Figura 4

Preparacion del cloruro de cadmio y aplicacion al medio de crecimiento

Nota. (A), Preparacién de una solucién 5 mg.kg* de CdCl, y (B), Aplicacion de la solucion de CdCl, a medio
de crecimiento (sustrato).

2.3.5. Multiplicacién de HMA

Los HMA fueron obtenidos de varios cacaotales de la provincia de Lamas y aislados en un
medio de cultivo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la UNSM. Para la
masificacion micorrizica se emplearon cultivos hospederos como arroz (variedad INIA 507
La Conquista) y maiz (variedad Marginal 28 Tropical) que fueron inoculados con HMA,
luego se procedid a remojar en agua para iniciar el proceso de germinacion; posteriormente,
se depositaron en cajas de madera para continuar sus fases vegetativas. Durante cada periodo
de estudio de 80 dias, las plantas se regaron regularmente cada dos dias, posteriormente, los
siguientes 30 dias se sometieron a estrés hidrico para suscitar la multiplicacion de los HMA
y evaluandose 110 dias después. Después de los 110 dias se procedié con el anélisis de la
morfologia de los cultivos hospedantes, asi como también con el conteo de las esporas y el
andlisis de colonizacion micorrizica de los inoculos de micorrizas arbusculares

multiplicados, como plantean Del Aguila et al. (2018).
2.3.6. Inoculacion con hongos micorrizicos arbusculares a semillas germinadas

Mazorcas de cacao criollo fueron colectadas en plantas matrices de la provincia de Lamas,
llegadas al vivero fueron abiertas y extraidas las semillas uniformes con caracteristicas
fisicas sanas; luego se realizd el humedecimiento con agua esterilizada y sembré en arena

(Figura 5a) esterilizada en autoclave a 121 °C x 15 psi de presién por 2 horas. Transcurridos
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7 dias se obtuvo semillas germinadas bajo sombra, que presentaron un desarrollo uniforme,
a sugerencia de Palencia et al. (2009). Finalmente, las plantulas germinadas se repiquetearon
en cada macetero con el medio de crecimiento detallado anteriormente, también se les
inoculé 1500 esporas de HMA con la finalidad de que estas colonicen las raices de cacao
(Figura 5b). Las especies de HMA genéticamente identificadas utilizadas en este estudio
fueron la Glomus hoi, Rhizoglomus sp., Diversispora aurantia, y Acaulospora sp., todas
pertenecientes al consorcio Lamas. La técnica de inoculacion empleada consistio en la
aplicacion de esporas, utilizando un inoculante con un peso especifico de 50 gramos y que
contenia 1500 esporas. Estas esporas fueron afiadidas al sistema radicular de la semilla de
cacao germinada durante el proceso de repique. Posteriormente, se las regé con agua filtrada
hasta alcanzar el nivel de capacidad de campo, tal como sefiala VVallejos-Torres et al. (2022).
Este procedimiento permitio llevar a cabo un monitoreo continuo y una evaluacion constante

en todo el desarrollo vegetativo de las plantas de cacao.

Figura 5

Germinacion y repique de semillas de cacao
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Nota. (a), Germinacion de semillas de cacao en arena esteril y (b), Repique de semillas de cacao en medio de
crecimiento e inoculacion con HMA.

2.3.7. Evaluacién del crecimiento de las plantas
En este proceso se realiz6 la medicion de plantones de cacao por tratamientos, lo cual ha

permitido diferenciar el tamafio de los plantones. Se ejecut6 transcurrido los 3 meses del

repique, utilizando una regla milimétrica.
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2.3.8. Proceso de extraccion de plantas

Este proceso se llevo a cabo a los 4 meses después del repique, en la cual se extrajo todas
las plantas empleadas en tratamiento de sus respectivos sustratos con mucho cuidado con el
proposito de no dafar las raices (Figura 6). La extraccion se realiz6 con una tijera podadora
desinfectada con algodon y alcohol, la desinfeccion ademas se hizo constantemente durante
el todo el proceso Se procedio a la separacion de las plantas en dos secciones distintas: la
parte aérea y la parte radicular. Con sumo cuidado, se etiquetaron de manera adecuada,
indicando el tratamiento en estudio, la fecha y el lugar correspondiente. Estas muestras
fueron preparadas meticulosamente para luego enviarlas al laboratorio, donde se llevarian a

cabo los andlisis correspondientes (consultar Apéndice 3, 4y 5).

Figura 6

Preparacion de muestras para determinacion de cadmio

Nota. (A) obtencién de raices y tallos y (B), Diferencias de plantones.

2.4. Tratamientos

La parte experimental del presente estudio lo conforman los 8 tratamientos con sus 6
repeticiones (Tabla 1) dentro de un arreglo trifactorial: 2A (Consorcios de HMA) x 2B
(Dosis de abono) x 2C (Dosis de cadmio). Los tratamientos estuvieron constituidos de la

siguiente manera:
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T1: Sin HMA, Cd y Compost; T2: HMA; T3: Compost; T4: HMAxCompost; T5: Cd; T6:

HMAXCd; T7: CdxCompost y T8: HMAxCdxCompost (Tabla 3).

Tabla 3

Distribucion de tratamiento en el experimento

Tratamiento Clave Esporas de Cadmio C(:)?m:?al?ls:a
HMA (mg.kg?) porp
(9)
T1 Sin HMA, Cd y compost 0 0 (Control) 0
T2 HMA 1500 0 0
T3 Compost 0 0 200
T4 HMA*compost 1500 0 200
Ts Cd 0 5 0
Ts HMA*Cd 1500 5 0
T7 Cd*compost 0 5 200
Ts HMA*Cd*compost 1500 5 200

Nota: Tratamientos evaluados en el estudio.

2.5. Unidades experimentales

La parte experimental del presente estudio estuvo constituido por 48 unidades

experimentales y cada unidad experimental estuvo conformado por 6 plantas de cacao (sub-

muestras) en su respectiva maceta de forma individual, para cada tratamiento.

El experimento se realiz6 utilizando macetas de 3 kg llenas de sustratos contaminados con

Cd en el transcurso de 120 dias. Para favorecer el crecimiento y desarrollo de las plantas, se

regaron regularmente con agua de la red publica a fin de mantener la humedad del sustrato

en un nivel optimo. Esto permitio una distribucion uniforme del cadmio y facilito la

manipulacion de los hongos micorrizicos presentes en el sustrato.
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2.6. ldentificacion de las variables y su mensuracion

A continuacion, se muestra a la Tabla 2 con las variables identificadas, estructurados segln
los objetivos especificos; asimismo, se muestra los medios de registro y unidades de medida

para cada variable evaluada.

Tabla 4

Identificacion de Variables

Evaluar el efecto de los HMA y compost en la absorcién de cadmio en suelos, raices y tallos
de cacao en vivero en la Region San Martin

Variable Variable concreta Medio de registro Unlda_d de
abstracta medida
_ , mg.kg*
Cadmio Suelos de plantas de cacao Método de EPA 3050B.
o 1
Cadmio Raices de plantas de cacao Digestion: HNOJ/espectr. Mg kg

Absorcion Atémica

Digestion: HNOs/espectr. mg.kg*

Cadmio Tallos de plantas de cacao ., .
P Absorcion Atémica

Evaluar el efecto de los HMA y compost en el crecimiento vegetal de cacao en vivero en la
Region San Martin.

Variable Variable concreta Medio de registro Unlda.d de
abstracta medida

Regla milimetrada desde el

suelo al apice de la hoja cm

Altura Plantas de cacao

Evaluar el efecto de la colonizacidn extra radicular de HMA de las plantas de cacao en los
suelos contaminados con cadmio en vivero de la Region San Martin.

Variable . . . Unidad de
Variable concreta Medio de registro )
abstracta medida
Colonizacién Suelo rizosférico de cacao Metodologia desarrollada o
. ;- 0
micorrizica por Brundrett et al. (1984).
Longitud de Se empleo la formula de

Suelo rizosférico de cacao Cm

micelio Newman (1966).

Nota: Variables estudiados por objetivo especifico.

2.6.1. Medicion de la colonizacion micorrizica de la raiz y suelo

e Evaluacion de la colonizacién micorrizica en la raiz

Para evaluar la colonizacion micorrizica, se recolectaron raices terciarias y/o secundarias de

las plantas jovenes de cacao al concluir el experimento. Para facilitar el examen, estas raices
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se tifieron de azul utilizando azul de metileno, siguiendo una versién modificada del método
de Phillips y Hayman (1970). Antes de preparar la masa radicular para el andlisis, se
extrajeron y se sumergieron en agua abundante para eliminar cualquier particula de tierra
que pudiera adherirse a ellas. Luego, se colocaron las raices purificadas en tubos de ensayo
de 16 x 150 mm y se sumergieron en una solucion al 10 % de hidréxido de potasio (KOH)
durante 180 minutos, con la finalidad de hidratar adecuadamente las raices para su posterior

evaluacion.

Se realiz6 un proceso crucial para mejorar la visualizacion de las estructuras del tejido
cortical de las raices. Todos los tubos de ensayo fueron sometidos a un bafio maria (90 °C
por 45 minutos). Esto permitié la movilidad del contenido citoplasmatico y realzo la
visibilidad de las estructuras deseadas. Luego de retirarlos del bafio maria, se agregaron
rapidamente 500 mililitros de agua oxigenada a cada tubo, permitiendo que actuara durante
60 segundos a temperatura ambiental para aclarar los pigmentos de las raices.
Posteriormente, se elimind el agua oxigenada y se lavaron las raices tres veces con abundante

agua.

En el siguiente paso, se incorporo tinta azul Parker al 5,7 % a cada tubo, asegurandose de
que todas las muestras estuvieran completamente cubiertas, y se dejaron reposar durante 15
minutos a temperatura ambiental. Después de este periodo, las muestras se sometieron a otro
bafio maria de 15 minutos a 90 °C. Una vez finalizado este proceso, se elimino cualquier

exceso de tinta de los tubos y las raices se lavaron tres veces con lactoglicerol.

Las raices se tifieron con azul de metileno y luego se montaron en portaobjetos de
microscopio. Para ello, se acopiaron todas las raices tefiidas en una placa, a partir de ahi y
con una pinza metélica se colocaron 20 raices en dos campos (10 raices en cada campo),
cada raiz media 1,5 cm de largo y se deposito cuidadosamente un portaobjetos para cubrir el
objeto quedando disponibles para su observacion en el microscopio (Figura 7). La
evaluacion se llevo a cabo con un microscopio a 10x, 20x y 40x (x = aumento), observandose
la existencia y ausencia de estructuras micorrizicas de los HMA (hifas, arbusculos, esporas

y vesiculas) mediante la metodologia de Brundrett et al. (1996).
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Para precisar el porcentaje de colonizacion micorrizica en raices de cacao se empleé la
siguiente formula:
% CM=(n/N) x 100

Donde:

% CM = Porcentaje de colonizacion micorrizica

n = nlmero total de zonas con presencia de estructuras micorrizicas
N = Numero total de segmentos evaluados

Figura7

Determinacion de la colonizacién micorrizica

Nota. (a), Muestreo de suelo rizosférico para colonizacion y (b), Evaluacion de la colonizacion micorrizica en
microscopio trinocular.

e Evaluacion del micelio extra radical

La evaluacion del micelio extra radical se dio inicio con la recoleccién de 10 g de suelo, de
3 puntos equidistantes de cada maceta conteniendo los plantones de cacao y colectadas a una
profundidad de 15 cm de cada tratamiento. Las muestras de suelo se depositaron en envases
Ziploc con cierre seguro que estaban previamente rotuladas de acuerdo con cada tratamiento
en estudio. Las muestras fueron tefiidas mediante la técnica del gel semisdlido y
posteriormente cuantificadas por el método de interseccion de cuadrantes, metodologia
generada por Carballar (2009).
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El método implicé tomar 1 g de suelo seco, a temperatura ambiente, en un vaso de
precipitados de 250 ml y pesarlo en balanza analitica. A esto, se le afiadié 5 ml de vinagre
blanco para disolver las particulas del suelo y acidificar los fragmentos de micelios. Luego,
se incorpor6 20 ml de azul de metileno, disuelta en &cido acético, dejandola reposar por 30
minutos. Una vez pasado este tiempo, se lleno el vaso de precipitados con H2O destilada
hasta alcanzar los 100 ml. A continuacion, esta mezcla se llevo a bafio Maria a 90 °C durante
90 minutos, agitandola a intervalos de 30 minutos. Al final de este periodo, las muestras de
suelo tratadas se filtraron (tamiz de 38 um). El residuo recogido en el tamiz se devolvio al

vaso de precipitados y se afiadié 30 ml de H>O destilada.

En el segundo paso, la muestra de suelo se colocd nuevamente en un bafio de agua (90 °C)
durante 1 min, y se agregaron 70 ml de agar con una concentracién de 0,64 % p/v y se dejo
durante 5 min para alcanzar una concentracion final de 0,45%. Después de 5 minutos, las

muestras se removieron con una jeringa de 20 ml para mezclarlas bien.

Y por ultimo, se extrajeron alicuotas de 10 ml de la disolucién y se vertieron a una placa
Petri, cuyo fondo se cubrid con una cuadricula de 0,5 cm? realizada en papel. Para estimar
la longitud de micelio extrarradical, las muestras en placas de Petri se colocaron bajo un
microscopio estereocopico a 4,5x y con un contémetro se contd las intersecciones Hifa-Linea
(Figura 8). El recuento de micelio se realizd6 mediante movimientos verticales a lo largo de
la superficie de la placa de Petri, teniendo cuidado de contar todas las intersecciones. La
cantidad numérica obtenida se trasformd a longitud de micelio por unidad de peso de suelo

utilizando la ecuacion 1, férmula propuesta por Newman (1966) (ver Apéndice 6).

, . TAN .,
Donde: R = ETIR ecuacion 1

R = Longitud de micelio por unidad de peso de suelo
A = Area de la placa
N = Numero de intersecciones

H = Longitud total de las lineas de la placa (cm)
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Figura 8

Determinacion de la longitud de micelio extra radical

Nota. (a), Muestreo de raices en plantones de cacao para micelio y (b), Evaluacion del micelio extra radical

en plantones.

2.6.2. Evaluacion de la concentracion de cadmio en sustrato suelo, raices y tallos de

plantones de cacao

Antes de proceder con el analisis de Cd se colectaron las plantas de cacao a los cuatro meses
después del repique en los maceteros, mediante un muestreo destructivo; es decir, fueron
removidas con cuidado de su macetero empleando una tijera podadora, desinfectada
previamente con alcohol, y se dividi6 en dos partes: los tallos y la raiz, que fueron colocados
en bolsas rotuladas y dispuestas para ser enviadas al laboratorio a realizar sus respectivas
evaluaciones (Figura 9). Para el analisis de Cd en suelos se recolectaron muestras de suelos
por cada tratamiento en cada unidad experimental; estas fueron enviadas al laboratorio de
suelos del I.C.T - Tarapoto. EI Cd en suelos se analizé por espectrometria de absorcion
atébmica (método EPA 3050B), como proponen Arévalo-Gardini et al. (2016); las raices y
tallos por espectroscopia de absorcion atomica (Digestion HNOs3), segiin recomiendan Jinxiu
et al. (2020) (ver Apéndice 6).
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Figura 9

Preparacion de muestras para analisis de cadmio en suelos, raices y tallos en plantas de
cacao

Nota. (a), Muestreo de suelo, raices y tallos para cadmio y (b), Preparacion y etiquetado de muestras para su
traslado al laboratorio.

2.7. Disefo estadistico del experimento

La presente investigacion fue de tipo experimental, para la cual se trabajé con un modelo
DCA con arreglo trifactorial, de la siguiente manera: 2A x 2B x 2C expresado como
[(Consorcios de HMA) x (Dosis de abono) x (Dosis de cadmio)], haciendo un total de 8

tratamientos y 6 repeticiones.
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Factores estudiados

Los factores de la presente investigacion de detallan a continuacion:

Tabla 5
Descripcion de los factores estudiados
Factores Tipo Niveles
A1 =Sin HMA
A Consorcios HMA

A, = Consorcio HMA Lamas

B1=0 g.planta™

B Dosis de compost
B2 =200 g.planta™
Ci1=0mg.kg? Cd
C Dosis de Cd
C,=5mg.kg? Cd
Tabla 6
Resumen de la interaccién de factores en estudio (AXBxC)
Clave Interaccion Tratamiento
T1 A1B1C1 Sin HMA + 0 g.planta™* compost + 0 mg.kg™* Cd
T2 A1B1C Sin HMA + 0 g.planta compost + 5 mg.kg™ Cd
Ts A1B2Cy Sin HMA + 200 g.planta™* compost + 0 mg.kg™ Cd
Ts A1B2C; Sin HMA + 200 g.planta™* compost + 5 mg.kg™* Cd
Ts A:B:1C1 HMA + 0 g.planta™ compost + 0 mg.kg™ Cd
Te A:B1C; HMA + 0 g.planta™ compost + 5 mg.kg™* Cd
T7 A2B2Cy HMA + 200 g.planta™* compost + 0 mg.kg™* Cd
Ts A2B2C2 HMA + 200 g.planta* compost + 5 mg.kg™ Cd

2.8. Anadlisis estadistico de datos

Previo al analisis inferencial de los resultados se realizaron pruebas de normalidad para
poder determinar la distribucion paramétrica de los datos. Se aplicé Shapiro-Wilks, debido
a la normalidad se realizo anélisis de varianza y prueba de Tukey, asi mismo, se aplicé la
prueba de Kruskal-Wallis. La prueba de normalidad y la de Kruskal-Wallis se realizaron con

el programa InfoStat v.2020e. Los datos que representan distribuciones paramétricas se
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analizaron mediante ANOVA vy para establecer diferencias entre tratamientos se utilizo la
prueba de Tukey con una probabilidad de error del 5 % (o = 0.05), empleando el programa
R version 4.0.2. Debido a la naturaleza de la investigacion, se realizo un ANOVA para el
disefio factorial, ya que trabajamos con tres factores. Teniendo como modelo matematico lo

propuesto por Porras (2000), el cual se detalla a continuacion:

Tabla 7
Disefio de ANOVA para arreglo factorial para el trabajo de investigacion
FV SC GL CM Fo Valor-p
Efecto A SCa a-1 CMa CMa/CMEe P(F > FAo)
Efecto B SCs b-1 CMg CMg/CMEe P(F > F&)
Efecto C SCc c-1 CMc  CMc/CMe  P(F>F%)
Efecto AB SCas (@a-1)(b-1) CMas CMas/CMe  P(F > F"B)
Efecto AC SCac (a-1)(c-1) CMac  CMac/CMe  P(F > F~%)
Efecto BC SCac (b-1)(c-1) CMec  CMsc/CMe  P(F > FB%)
Efecto ABC ~ SCasc  (a-1)(b-1)(c-  CMasc CMasc/CMe  P(F > F**%)
1)

Error SCe abc(3-1) CMEe
Total SCr abc3 -1 CM~

Disefio matematico estadistico para el arreglo factorial

Vit = U+ T+ B+ v + (@B)ij + V)i + (BY) ji + (TBY)ijk + Uijk

Donde:

[ = Tratamientos

J k| = repeticiones

y = Efecto en la absorcion de Cadmio y crecimiento vegetal del cacao
U = media general del rendimiento

T; = Efecto de HMA

B; = Efecto de la dosis de compost

Vi = Efecto de la dosis de Cadmio

(zB);j = Efecto de la interaccion de HMA * Dosis de compost

(t¥)ir = Efecto de la interaccién de HMA * Dosis de Cadmio
(By)jx = Efecto de la interaccion de Dosis de compost * Dosis de Cadmio

(tBy)ijr = Efecto de la interaccion de HMA * Dosis de compost * Dosis de Cadmio
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u = error experimental asociado a la unidad experimental

2.9. Materiales y equipos

Campo y vivero
Bolsas de polietileno
Bolsas de cristal
Balanza gramera
Camara fotogréfica
Espatula y tijera de podar
Etiquetas blancas L5
Lapicero indeleble
Libreta de campo
Méscara de proteccion
Mandil guardapolvo

Mesa de metal

Tabla de apuntes y etiquetas de plastico

Sustratos (arena y tierra agricola)

Maceteros con capacidad de 3 kg, cajas de

madera
Compost, tierra agricola y arena

Semillas de cacao, arroz y maiz
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Laboratorio

Acido acético

Azul de metileno

Bafo Maria

Centrifuga de 5000 revoluciones
Cloruro de cadmio

Contometros manuales
Hipoclorito de sodio
Microscopio esteroscopico
Micropipetas

Placas de Petri

Pisetas

Tamiz de 38 micras y 250 micras
Tubos de ensayo

Tubos Falcon

Vinagre blanco



CAPITULO I1I: RESULTADOS

3.1. Caracterizacion del compost y sustrato

3.1.1 Caracterizacion del compost

Posterior a la descomposicion se realizd la identificacion fisicoguimica del compost
empleado (ver Apéndice 1); Asimismo, la evaluacion inicial de Cd ayudé a establecer la
concentracion inicial antes de que la solucién de cloruro de cadmio sea incorporada a los

diferentes tratamientos (Tabla 6).

Tabla 8
Analisis de cadmio y caracterizacion del compost

Fuente Arena Limo Arcilla H MO N P K Cd
(%) (%) (%) P (%) (%) (mg.kg?) (mg.kg™) (mg.kg™)
Compost 69,52 11,28 19,20 7,98 553 0,28 316,00 740,00 <0.1

Nota. Adaptado a partir del informe de analisis del Instituto de Cultivos Tropicales. pH: indica la acidez o
alcalinidad del medio, Cd: cadmio, N: nitrdgeno, K: potasio, P: fésforo, MO: Materia organica,

3.1.2 Caracteristicas del sustrato por tratamiento

La caracterizacion fisicoquimica de los sustratos donde se colocaron las semillas de cacao
de acuerdo con el tratamiento (Tabla 7), permite evidenciar que el sustrato con mayor
cantidad de materia organica fue el que se adicion6 tanto HMA Lamas y 200 g de compost;
ademas, aquellos que registran valores de pH menores a 7, no se les incorpor6é compost y
HMA Lamas. Los valores mas altos de fosforo en los sustratos analizados fueron aquellos

donde se afiadié 200 g de compost.
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Tabla 9
Caracteristica fisicoquimica de los sustratos muestreados por tratamiento

Tratamientos pH '(\(/)E (mgpkg'l)
Sin HMA + 0 mg.kg? Cd + Sin compost 6,54a 1,00a 5,45b
Sin HMA + 5 mg.kg? Cd + Sin compost 6,83b 1,23b 7,03c
Sin HMA + 0 mg.kg* Cd + 200 compost 7,47F 1,32c 33,65e
Sin HMA + 5 mg.kg* Cd + 200 compost 7,38e 1,66ef 45,55h
HMA Lamas + 0 mg.kg* Cd + Sin compost 7,04c 1,25bc 4,952
HMA Lamas + 5 mg.kg* Cd + Sin compost 7,18d 1,47d 7,75d
HMA Lamas + 0 mg.kg™* Cd + 200 compost 7,579 1,64e 35,80f
HMA Lamas + 5 mg.kg* Cd + 200 compost 7,50f 1,73f 44,909

Nota. Adaptado a partir del informe de analisis del Instituto de Cultivos Tropicales. pH: indica la acidez o
alcalinidad del medio, MO: materia orgéanica, P: fosforo, HMA Lamas: Hongos micorrizicos arbusculares
pertenecientes al consorcio Lamas.

3.2. Crecimiento vegetal en lo que respecta a los HMA, cadmio y compost en plantones

de cacao

Se registrd incremento de la altura de las plantas de cacao para la mayoria de los tratamientos
en comparacion con el uso de Cd solo (Fig. 1A). Los tratamientos con HMA + CP, CP solo
y HMA solo propiciaron un aumento significativo en la estatura de las plantas de cacao en

comparacion con las plantas de control.

Tabla 10

Valores del crecimiento vegetal relacionado con los HMA, cadmio y compost en plantones
de cacao

Repeticiones

Tratamientos Clave (cm) Promedio
R1 R2  R3 (cm)
T1 Sin HMA, Cd y compost 31,26 31,13 29,60 30,66¢d
T> HMA 34,73 34,33 36,10 35,05b
Ts HMA *Compost 39,40 38,87 38,00 38,76a
Ty Compost 35,93 34,93 35,05 35,30ab
Ts Cd 27,63 30,83 30,60 29,69d
Ts HMA*Cd 32,67 3533 31,35 33,12bcd
T, Cd*Compost 32,90 34,70 34,95 34,18hc
Ts HMA*Cd*Compost 31,76 33,53 31,25 32,18hcd
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La adicion de HMA, tanto en asociacion con compost como de forma individual, tuvo un
impacto positivo en la altura de las plantas de cacao (en cm). Sin embargo, la presencia del
cadmio tuvo un efecto negativo en su desarrollo. Estos resultados numéricos expusieron que
la combinacion de compost y HMA fue de mayor efectividad para promover el crecimiento
de las plantas de cacao, tal como se muestra en la Figura 10. En los tratamientos Ts, T7 y Tg,
donde se aplicaron HMA, compost y cadmio, se registrd un incremento del 11,55, 15,12 y
8,39% respectivamente en comparacion con las plantas tratadas Gnicamente con cadmio puro
(29,69 cm).

Figura 10
Efectos de la inoculacién de HMA, compost y adicion de Cd sobre el crecimiento vegetal de

plantas de cacao

40.00 T
bcd bc

a
b ab
35.00 1 g ; bed
30.00 1
25.00
20.00
15.00 1
10.00 1
5.00 H
0.00 -

SinHMA, HMA Compost HMA x Cd HMAXx Cdx HMAX
Cdy Compost Cd  Compost Cdx
Compost Compost

Altura de planta (cm)

3.3. Prueba de normalidad de datos
La evaluacion de la normalidad de los datos se realiz6 mediante la prueba de Shapiro-Wilks.

Esta demostrd que los valores de Cadmio en el tallo (ppm), la colonizaciéon micorrizal (%)
y la longitud del micelio (cm) seguian una distribucion normal. Sin embargo, las
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concentraciones de Cd en el suelo (ppm) y Cadmio en la raiz (ppm) no se ajustaron a la
normalidad. Los resultados detallados de la prueba de normalidad se presentan en la tabla 9

Tabla 11
Resultados de la prueba de normalidad de Shapiro Wilks
Variable p-valor Decision
: 0,0060 < 0,05
Cadmio en suelo (ppm) 0.0060 No presenta normalidad
: . 0,0001 < 0,05
<
Cadmio en raiz (ppm) 0.0001 No presenta normalidad
: 0,3218 > 0,05
Cadmio en tallo (ppm) 0,3218 Presenta normalidad
>
Colonizacién micorrizica (%) 0,3536 0,3536 O’O‘L.S
Presenta normalidad
>
Longitud de micelo (cm) 0,3148 0,3138 > 0,05

Presenta normalidad

Nota: regla de decisidn: i) Si p-valor es mayor al nivel de significancia (p-valor > 0,05), los valores presentan
normalidad; ii) Si p-valor es menor al nivel de significancia (p-valor < 0,05), los valores presentan no
normalidad, y tienen que ser analizados por una prueba no paramétrica.

3.4. Colonizacion micorrizica relacionado con los HMA, cadmio y compost en

plantones de cacao

En los tratamientos T6, T7 y T8, donde se utilizaron hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), compost y cadmio, se observo una disminucion del nivel de colonizacién
micorrizica en las raices. Especificamente, se registraron descensos del 12,70; 100,00 y
14,90 % respectivamente en comparacion con la parte radical de las plantas inoculadas
exclusivamente con HMA puro, donde el porcentaje de colonizacién fue del 95 % vy la

longitud del micelio alcanzé los 9,90 cm.
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Tabla 12
Promedio de los datos de colonizacion y longitud de micelio en plantones de cacao

Colonizacién . -
. . . Longitud de micelio
N° Tratamientos micorrizica (cm)
(%)

1 Sin HMA, Cd y Compost 0 0
2 HMA 95 9,9
3 Compost 0 0
4 HMA x Compost 84 8,57
5 Cd 0 0
6 HMA x Cd 82,89 8,18
7 Cd x Compost 0 0
8 HMA x Cd x Compost 80,33 7,24

3.4.1. Andlisis de varianza para la colonizacion micorrizica

El ANOVA (Tabla 9) del porcentaje de colonizacién micorrizica en los 8 tratamientos en
evaluacion, muestra que hay diferencias significativas solamente en la aplicacion de HMA,
Cd, compost y la asociacion con los tratamientos HMA*Cd y HMA*compost. En ese
sentido, se acepto que la colonizacién micorrizica esta influenciada de manera significativa
en los cinco tratamientos indicados. Asi pues, se obtuvo un coeficiente de correlacion (R?)
de 99,69 %, un coeficiente de variacion (CV) de 52,64 % y un promedio de colonizacién de
42,78 %.
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Tabla 13
Andlisis de varianza (ANOVA) para la colonizacién micorrizica (%) relacionado los

factores: Factor A: HMA; factor B: cadmio y factor C: compost

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 44296,79 7 6328,11 747,79 <0,0001*
HMA 43918,80 1 43918,80  5189,84 <0,0001*
Cadmio 93,34 1 93,34 11,03 0,0043*
Compost 68,92 1 68,92 8,14 0,0115
HMA*Cadmio 93,34 1 93,34 11,03 0,0043*
HMA*Compost 68,92 1 68,92 8,14 0,0115
Cadmio*Compost 26,73 1 26,73 3,16 0,0945 N.S.
HMA*Cadmio*Compt 26,73 1 26,73 3,16 0,0945 N.S.
Error 135,40 16 8,46
Total 44432,19 23

Interpretacion de p: *= Altamente significativo; ; N. S= No Significativo X=42, 78 R?2=99,69% CV
=52,64 %

3.4.2. Prueba de Tukey para la colonizacion micorrizica

La colonizacién micorrizica tubo mejores resultados cuando se inocularon HMA a las
plantas de cacao, llegando hasta un 95 %, sin embargo, el tratamiento asociado entre
HMA*Cd*compost obtuvo un 80,33 %, en tal sentido, se obtuvo diferencias significativas
entre ambos tratamientos (Figura 10). Los tratamientos que no fueron inoculados con HMA

no presentaron colonizacién en ninguno de sus tratamientos.
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Figura 11
Efectos de la inoculacion de HMA, compost y adicion de Cd sobre la colonizacion

micorrizica en plantas de cacao
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Nota. Las letras minusculas indican las diferencias significativas entre los diversos tratamientos (p < 0,05).

3.5. Longitud de micelio extra radical (cm) relacionado con los HMA, cadmio y

compost en plantones de cacao
3.5.1. Andlisis de varianza para la longitud de micelio extra radical

El ANOVA (Tabla 10) que estudia la longitud de micelio (cm) en los ocho tratamientos,
indica que existe diferencia altamente significativa solo en la aplicacién de HMA. Aceptando
por tanto que la longitud de micelio extra radical estd afectada en gran medida por la
incorporacion de hongos micorrizicos arbusculares. Se obtuvieron un coeficiente de
correlacion (R?) de 97,00 %, un coeficiente de variacion (CV) de 6,64 % y un promedio de
colonizacion de 4,24 %.
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Tabla 14
Analisis de varianza (ANOVA) para el de micelio (cm) relacionado con los factores: Factor

A: HMA,; factor B: cadmio y factor C: compost

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 441,89 7 63,13 73,94  <0,0001**
HMA 430,87 1 430,87 504,64 <0,0001**
Cadmio 3,52 1 3,52 4,12  0,0593 N.S.
Compost 1,93 1 1,93 2,26 0,1520 N.S.
HMA*Cadmio 3,52 1 3,52 4,12  0,0593 N.S.
HMA*Compost 1,93 1 1,93 2,26  0,1520 N.S.
Cadmio*Compost 0,06 1 0,06 0,07 0,7960 N.S.
HMA*Cadmio*Compost 0,06 1 0,06 0,07 0,7960 N.S.
Error 13,66 16 0,85
Total 455,55 23

Interpretacion de p: **= Altamente significativo; *= Significativo; N. S= No Significativo X=4,24 R?=
97,00% CV =6,64%

3.5.2. Prueba de Tukey para la longitud de micelio

La longitud de micelio fue mayor después de la incorporacion de HMA a las plantas de
cacao, logrando llegar a 9,90 cm y el tratamiento con sustrato compuesto por
HMA*Cd*compost mostré 7,74 cm, evidenciando diferencias significativas entre ambos
tratamientos (Figura 11). En los tratamientos que no fueron inoculados con HMA no se

detectd colonizacién micelar.

55



Figura 12
Efectos de la inoculacion de HMA, compost y adicion de Cd sobre la longitud de micelio

extra radical en plantas de cacao
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Nota. Las letras minusculas indican las diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).

3.6. Concentracion de cadmio en suelos relacionado con los HMA y compost en
plantones de cacao

Segun los resultados de la prueba de normalidad (Tabla 9), los valores para esta variable no
cuentan con normalidad (p-valor = 0,0060 < 0,05). En ese sentido, los datos fueron
sometidos a la prueba de andlisis de varianza no paramétrica de Kruskal-Wallis para
determinar la existencia de diferencia significativa de las interacciones (Tratamientos). El
resultado del p-valor tuvo un valor de 0,4608, siendo este mayor al nivel de significancia
(0,05), en conclusion, se puede afirmar que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos, es decir, las concentraciones de cadmio en el suelo no son influenciadas por

ningun de las interacciones (Tratamientos) (Tabla 13).

También, es necesario referir que la prueba de Kruskal-Wallis al no encontrar la existencia
de diferencias significativas entre los tratamientos, no corresponde realizar la prueba de

medias para datos no paramétricos.
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Tabla 15
Anélisis de varianza no paramétrica de Kruskal-Wallis para valores de cadmio en suelo

(mg.kg-1) relacionado con los factores: Factor A: HMA; factor B: cadmio y factor C:

compost
Tratamiento Repeticion N Medias H p-valor
T1 - Sin HMA, Cd y compost 1 1 0,31 22,98 0,4608
T1 - Sin HMA, Cd y compost 2 1 0,29
T1 - Sin HMA, Cd y compost 3 1 0,42
T>,—- HMA 1 1 5,00
T, - HMA 2 1 1,22
T,—- HMA 3 1 1,28
T3z — HMA*Compost 1 1 1,57
Tz - HMA*Compost 2 1 1,46
Tz - HMA*Compost 3 1 1,12
T4 — Compost 1 1 0,11
T4 — Compost 2 1 1,48
T4 — Compost 3 1 0,49
Ts—-Cd 1 1 0,38
Ts - Cd 2 1 0,38
Ts—Cd 3 1 0,53
Te — HMA*Cd 1 1 1,30
Te — HMA*Cd 2 1 1,35
Ts — HMA*Cd 3 1 1,37
T7 — HMA*Cd*Compost 1 1 1,09
T7 — HMA*Cd*Compost 2 1 1,42
T7 — HMA*Cd*Compost 3 1 1,00
Tg — Cd*Compost 1 1 0,26
Tg — Cd*Compost 2 1 0,50
Tg — Cd*Compost 3 1 0,29

3.7. Cadmio en raices relacionado con los factores HMA, cadmio y compost en

plantones de cacao

Segun el andlisis de los valores numericos alcanzados para la prueba de normalidad (Tabla
9), los valores para esta variable no tienen normalidad (p-valor = 0,0001 < 0,05). Con lo cual
corresponde aplicar la prueba de andlisis de varianza no paramétrica de Kruskal-Wallis con
la finalidad de determinar la existencia de diferencia significativa de las interacciones
(Tratamientos). El resultado del p-valor tuvo un valor de 0,4608, siendo este mayor al nivel

de significancia (0,05); asi pues, se afirma que no existe diferencia significativa entre los
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tratamientos, es decir, las concentraciones de cadmio en raices no son influenciadas por

ningun de las interacciones (Tratamientos) (Tabla 14).

También, es necesario referir que la prueba de Kruskal-Wallis al no encontrar la existencia

de diferencias significativas entre los tratamientos, no corresponde realizar la prueba de

medias para datos no paramétricos.

Tabla 16

Anélisis de varianza no paramétrica de Kruskal-Wallis para valores de cadmio en suelo

(mg.kg-1) relacionado con los factores: Factor A: HMA; factor B: cadmio y factor C:

compost

Tratamiento

Repeticion

Medias H p-valor

T1 - Sin HMA, Cd y compost
T1 - Sin HMA, Cd y compost
T1 - Sin HMA, Cd y compost

T2—- HMA

T2—- HMA

T2—- HMA

T3z — HMA*Compost

Tz - HMA*Compost

T3 - HMA*Compost

T4 — Compost

T4 — Compost

T4 — Compost

Ts—-Cd

Ts—-Cd

Ts—-Cd

Te — HMA*Cd

Te — HMA*Cd

Te — HMA*Cd

T7 — HMA*Cd*Compost
T7 — HMA*Cd*Compost
T7 — HMA*Cd*Compost
Tg — Cd*Compost

Tg — Cd*Compost

Tg — Cd*Compost

1

W NNEFE WNEFE WONEFE WONPEFE WONPEFE WONPEFE WODNPEFE DN

N
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

6,40 23,00 0,4608
4,23
4,66
16,80
18,80
17,77
22,00
21,22
21,61
1,40
1,31
1,36
2,43
24,65
2,61
12,58
13,20
16,07
18,90
17,70
18,30
6,88
5,00
5,94

58



3.8. Cadmio en tallos relacionado con los factores HMA, cadmio y compost en

plantones de cacao

3.8.1. Analisis de varianza para el cadmio en tallos

El andlisis de varianza (Tabla 13) para el Cd en tallos (mg.kg™) en los ocho tratamientos en
estudio, muestra que existen diferencias significativas en todos los tratamientos. En tal
sentido, es aceptada la premisa de que la colonizacion micorrizica esta influenciada de
manera significativa cuando se aplica HMA, compost, Cd, y la combinacién entre los tres
tratamientos. Asi pues, se obtuvo un coeficiente de correlacion (R?) de 99,35 %, un

coeficiente de variacion (CV) de 35,69 % y un promedio de colonizacion de 14,57 %.

Tabla 17
Andlisis de varianza (ANOVA) para el cadmio en tallo (mg.kg™) relacionado con los

factores: Factor A: HMA; Factor B: cadmio y Factor C: compost

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4143,62 7 591,95 352,39 <0,0001**
HMA 29,53 1 29,53 17,58 0,0007**
Cadmio 4032,63 1 4032,63  2400,67 <0,0001**
Compost 17,17 1 17,17 10,22 0,0056**
HMA*Cadmio 19,26 1 19,26 11,47 0,0038**
HMA*Compost 20,57 1 20,57 12,25 0,0030**
Cadmio*Compost 9,70 1 9,70 5,78 0,0287*
HMA*Cadmio*Compost 14,76 1 14,76 8,79 0,0091**
Error 26,88 16 1,68
Total 4170,50 23

Interpretacion de p: **= Altamente significativo; *= Significativo; N. S= No Significativo X = 14,57
R2=99,35% CV =35,69 %

3.8.2. Prueba de Tukey para el cadmio en tallos

En este contexto, se aplicé la prueba de Tukey para evaluar las diferencias entre los grupos
en el estudio en cuestion, se calcularon las diferencias minimas significativas entre los
tratamientos (T2 al Tg), y se compararon con el tratamiento de control (T1). Los valores
numéricos revelaron diferencias significativas entre los tratamientos, lo que implica que al
menos uno de los tratamientos difiere significativamente del control, precisamente serian los

Tratamientos del Ts al Ts.
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Al evaluar la concentracion de cadmio en tallos de las plantas, se observé que el tratamiento
Te presentd una disminucion del 2,01 % en comparacion con el Ts. Por otro lado, el
tratamiento Tg mostré una disminucion del 23,78% en la concentracion del cadmio, en
contraste con el tratamiento Ts donde se afiadio solucion de cadmio al sustrato, sin embargo,
el T7 que en incluia una mezcla de cadmio y compost presentd un incremento del 1.57% en

comparacion con el mismo tratamiento Ts

Figura 13
Efectos de la inoculacion de HMA, compost y adicién de Cd sobre el de cadmio en tallos
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Nota. Las letras minusculas indican las diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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CAPITULO IV: DISCUSION

4.1. Crecimiento vegetal relacionado con los HMA, cadmio y compost en plantones de

cacao

La inoculacion de HMA promueve el crecimiento de la planta huésped; ademas, reduce el
estrés por metales pesados al optimizar la absorcion de nutrientes y agua, el ajuste osmético;
asi como, la actividad fotosintética y antioxidante (Rozpadek et al., 2014; Liu et al., 2018).
En esta investigacion ha evidenciado que el sustrato, en cuyo tratamiento se incorporo
compost y la inoculacion de HMA fue el mas efectivo para el crecimiento de plantones de
cacao. De igual forma, Zhan et al. (2019) observaron que la presencia de HMA facilité el
crecimiento de la planta de Medicago sativa al aumentar la biomasa vegetal y retener el Cd
en el sistema suelo — planta. Asi mismo, He et al. (2020) identificaron en su estudio que los
HMA desempefian un papel importante en la mejora del rendimiento y la tolerancia de las
plantas en suelos contaminados con Cd. Asi también, Meter et al. (2019) afirman que el
cadmio es absorbido por las plantas mediante procesos especificos y no especificos
utilizados para ciertos iones (tales como Zn?*, Fe?*, Ca?*, Cu®* y Mg?+). Después de ser
absorbido por las raices, el cadmio (Cd?*) se mueve hacia la xilema y se desplaza a través
del floema hasta llegar a la fruta. Se observ6 que la concentracion de cadmio en los tejidos
vegetales disminuye desde las raices, los tallos, hojas, cascaras, cascaras de los granos y
finalmente los propios granos. El proceso de absorcion y distribucion de Cd en las plantas
de cacao puede verse impactado por varios factores, incluida la edad de los arboles y la
nutricion de las plantas, quedando pendiente de andlisis la variabilidad de la absorcion de

cadmio en los diferentes genotipos de cacao.
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4.2. Colonizacién micorrizica (%) relacionado con los HMA, cadmio y compost en
plantones de cacao

Se evidencid altos niveles de colonizacion micorrizica en los tratamientos que incorpord
HMA con valores de 80,33 a 95 %, y ausencia del proceso en aquellos tratamientos donde
solo se incorporo compost o Cd. EI ANOVA presenta diferencias significativas de acuerdo
con el modelo estadistico utilizado (p-valor < 0,05; p-valor = < 0,0001); es decir, las
dosificaciones de cada tratamiento tienen diferentes efectos en la colonizacién micorrizica
(%). De igual forma, Vallejos et al. (2022) obtuvieron valores similares, en su investigacion
realizada en la region San Martin, al incorporar solamente el consorcio HMA LAMAS,
obteniendo porcentajes de colonizacion que oscilan de 84 a 89 %. En ambos estudios se
muestra que al agregar Cd y compost existe inhibicion de HMA, reduciendo su porcentaje
de colonizacion en un 15 % aproximadamente, tal cual mencionan Miransari (2011) y Smith
y Smith (2011), donde manifiestan que los metales pesados inhabilitan la propagacion de

esporas de HMA y la extension de sus hifas externas.

Asimismo, Liu et al. (2014) mostraron que la colonizacion de raices acrecento con la adicion
de Cd durante un crecimiento de un periodo de 6 semanas, luego disminuy6 después de 9
semanas de crecimiento. Por otro lado, otras investigaciones manifiestan que el compost es
beneficioso para el desarrollo de los HMA al aumentar la disponibilidad de micronutrientes,
promoviendo cambios de las propiedades fisicoquimicas del suelo, en la germinacion de
esporas, la ramificacion de hifas y el crecimiento de HMA (Conversa et al., 2015; Liu et al.,
2018; Qiao et al., 2015). Sin embargo, dependiendo en la cantidad de aplicacion, el tipo de
compost, la caracterizacion quimica y bioldgica del suelo; esta colonizacién micorrizica

puede disminuir o permanecer sin cambios (Akhter et al., 2015).

4.3. Longitud de micelio extra radical (cm) relacionado con los HMA, cadmio y

compost en plantones de cacao

Para la longitud de micelo extra radicular (cm) se evidencio que los valores mas altos se
tuvieron en la interaccién de HMA sin Cd (0 ppm) y compost (0 g) con un valor de 9,90 cm,

mientras tanto el que tuvo valores méas bajos fue la interaccion de HMA agregando Cd
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(5 ppm) y compost (200 g) con un valor de 7,24 cm. EI ANOVA corrobora la informacion,
debido a que le modelo estadistico usado presenta diferencias significativas (p-valor < 0,05;
p-valor = < 0,0001); es decir las interacciones (tratamientos) tienen efectos diferentes en la
longitud del micelo extra radicular (cm), es preciso mencionar que en el grupo de las cuatro
primeras interacciones no evidenciaron longitud de micelio debido que no fueron aplicados
con HMA. Segun otros estudios concuerdan que los metales pesados inhabilitan la
germinacion de esporas de HMA vy la extension de hifas y esto en condiciones controladas
reducen o eliminan el desarrollo y la colonizacion por HMA de las raices de las plantas
(Weissenhorn et al., 1993). Por lo tanto, Chan et al. (2013) afirma que la contaminacion por
Cd influye negativamente en el crecimiento de micelio extra radical con altos niveles de
contaminacion, ademas en su investigacion tuvo un hallazgo interesante, pues menciona que

el Cd reduce el micelio de plantas cultivadas en suelos sin enmienda organica (compost).

Los resultados logrados en este estudio son corroborados por Gai et al. (2018) donde la
longitud total de micelio extrarradical (ERM) fueron inhibidos por el Cd a una concentracién
de 25 y 50 mg.kg. Sandoval — Pineda et al. (2020) encontré que los suelos cacaoteros con
Cd tienen menor abundancia, riqueza y diversidad especies de HMA con respecto a lo
detectado en suelos con baja concentracion de Cd; por lo tanto, La alta concentracién y
disponibilidad de Cd crea un estado de estrés continuo y constante en la comunidad de HMA,
afectando su estructura. Por lo tanto, es necesario incrementar la diversidad de especies de
HMA en suelos contaminados con cadmio ya las MA generan simbiosis con las plantas
(Rask et al., 2019).

Asimismo, los tratamientos que tuvieron menor pH mostraron mayor longitud de micelio.
Como es sabido planta hospedera puede instaurar simbiosis con cualquiera de las especies
de HMA presentes (Cuenca et al., 2007).
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4.4. Cadmio en suelos (mg.kg-1) relacionado con los HMA, cadmio y compost en
plantones de cacao

En los datos correspondientes a la concentracion de cadmio en suelo (mg.kg™) se evidencio
que los valores més altos fueron las HMA con Cd (5 ppm) y compost (200 g) con un valor
de 1,17 a 1,38 mg.kg*, mientras tanto el que tuvo valores mas bajos fue HMA agregando cd
(0 ppm) y compost (0 g) con un valor de 0,34 a 0,69 mg.kg™. EI ANOVA corrobora la
informacion, debido a que le modelo estadistico usado presenta diferencias significativas (p-
valor < 0,05; p-valor = < 0,0001) es decir las interacciones (tratamientos) tienen efectos
diferentes en el contenido de cadmio presente en suelos de los plantones de cacao.

El pH en los tratamientos donde hubo aplicacion de Cd evidencio niveles bajos, y al mismo
tiempo dichos elementos tuvieron valores muy altos. Hu et al (2014) en su investigacion
hacen un hallazgo interesante, pues mencionan que a menor pH en el suelo se eleva los
niveles de cadmio, esto también es corroborado por Correa et al. (2021). Algunas
investigaciones intentan responder a este fendmeno, tal es el caso de Shen et al. (2016) pues
indica que el aumento del pH del suelo podria causar una disminucion en la disponibilidad
de metales pesados. Ante este escenario, se realizara una apreciacion creyendo que la mayor
diversidad de especies del consorcio de Lamas que recibieron los tratamientos podria haber
afectado en la reduccion de cadmio, presuncién que podria ser respaldada por las
investigaciones de Cabral et al. (2015) que manifiesta que las asociaciones de micorrizas
pueden ayudar a disminuir la transferencia de metales pesados al cacao comportandose como
una barrera de exclusién (Cabral et al., 2015), mientras que Gonzalez-Chavez et al. (2002)

menciona que estas pueden reaccionar uniendo metales pesados a hifas de hongos.

Finalmente, se infiere que el contenido de Cd en la investigacion podria explicarse también
por efectos de otros fertilizantes como el estiércol de gallina “gallinaza”, ya que este fue
usado en la elaboracion del compost, pudiendo tener concentraciones de Cd generalmente
bajos, tal cual menciona Mite et al. (2010) que encontro niveles de Cd en compost elaborado
con gallinaza. La aplicacién de estos fertilizantes a los cultivos de cacao podria ocasionar a

largo plazo la acumulacion de Cd en suelos (Salmanzadeh et al., 2016). Asimismo, los
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productores al realizar practicas inadecuadas en la produccion de compost empleando
despojos de cosecha de cacao, podrian estar reincorporando Cd presenté en las mazorcas de
cacao a la capa superior del suelo, esta suposicion es respaldada por el estudio de Barraza et
al. (2017).

4.5. Cadmio en raices de plantones de cacao (mg.kg-1) relacionado con los factores

HMA, cadmio y compost en plantones de cacao

El Cadmio en raices de plantones de cacao (mg.kg-1) evidencio que los valores méas altos
(21,61 mg.kg™) fueron las HMA con Cd (5 ppm) y compost (200 g); sin embargo, un valor
de 1,36 mg.kg* en el tratamiento que solo incorporé HMA y compost (200 g). EI ANOVA
corrobora la informacion, debido a que el modelo estadistico usado presenta diferencias
significativas (p-valor < 0,05; p-valor = < 0,0001) es decir las interacciones (tratamientos)
tienen efectos diferentes en la concentracion de cadmio presente en las raices de los
plantones de cacao. A raiz de lo expuesto, se puede decir que existe diferencias significativas

entre el grupo que recibié Cd y el grupo testigo.

Gutiérrez y De La Vara (2012), en su investigacion manifiesta que la aplicacion de cloruro
de cadmio en las plantas de cacao influye significativamente en el contenido de Cd presente
en las raices de los plantones de cacao. Considerando que el cadmio se moviliza en los
suelos y es asimilable por algunas plantas perennes como el cacao; ademas, que ello depende
de factores como la textura, la CIC, el contenido de M.O y pH del suelo (Oliva et al., 2020).
Po lo tanto, la concentracion de cadmio en las raices de las plantaciones depende de la
aplicacion de fertilizantes. Tomando en cuenta que elementos como la gallinaza, melaza y
otros, influencian en el contenido de cadmio en los suelos y raices superiores de las

plantaciones de cacao (Chavez et al., 2015)

4.6. Cadmio en tallos de plantones de cacao (mg kg-1) relacionado con los factores

HMA, cadmio y compost en plantones de cacao
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Las concentraciones de Cd en tallos de plantones de cacao (mg kg-1) evidenciaron que los
valores mas altos fueron las HMA con Cd (5 ppm) y compost (200 g) con un valor de 29,77
mg.kg™, mientras tanto el que tuvo valores mas bajos fue HMA agregando cd (0 ppm) y
compost (200 g) con un valor de 1,04 mg.kg™. EI ANOVA corrobora la informacion, debido
a que le modelo estadistico usado presenta diferencias significativas (p-valor < 0,05; p-valor
= < 0,0001) es decir existe las interacciones (tratamientos) tienen efectos diferentes en el
contenido de cadmio presente en los tallos de los plantones de cacao. Ademas, se puede
mencionar que existe diferencias significativas entre el grupo que recibié Cd y el grupo de

control.

El contenido de cadmio en tallos evaluados presenta una reduccion cuando se aplica HMA.
Cuando se aplico 5 mg.kg? de Cd al suelo, el contenido de Cd evidencié diferencias entre
consorcios micorrizicos, tal es asi que el tratamiento combinado entre HMA y Cd presentd
menor valor de Cd; esta préactica es corroborada por la investigacion de Zhang et al. (2019),
al manifiestar que los HMA ayudan en la reduccion de concentraciones de Cd. Esta
condicidn se debe a la alta capacidad de los HMA para absorber Cd, a razén de su elevado
nivel de propagacion de esporas y esporulacion extrarradical del micelio; asi como, su buena
capacidad para intercambio de solutos en la interfase del sistema hongo — célula — raiz bajo
concentraciones elevadas de metales (Pawlowska y Charvat, 2004). Por otro lado, Zhang et
al. (2015) manifiestan que los rasgos biolégicos y fisioldgicos de las diferentes especies de
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) podrian influir, en gran medida, en la tasa de
colonizacidn, la respuesta de crecimiento de las plantas y la tolerancia al Cd de las plantas.
Cabe resaltar, que la influencia de los HMA en la absorcion de metales pesados varia segun
las condiciones de crecimiento de la planta, el socio fungico de los HMA, el pH del suelo y

las concentraciones de los metales pesados (Zhang et al., 2015).

Finalmente, el estudio pudo verificar que los hongos micorrizicos disminuyeron la
acumulacién de Cd en los tallos de las plantas de cacao, aumentando la retencion de metales
dentro de las raices, corroborado por Wang et al. (2012). Ademas, esos resultados fueron
corroborados por Vallejos-Torres et al. (2022) donde ha demostrado la eficiencia para
reducir cadmio tanto en suelo como las raices de plantones de cacao por HMA, usando

Glomus hoi, Rhizoglomus sp., Diversispora aurantia, y Acaulospora sp.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

La inclusion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y compost en el cultivo de
cacao tiene un efecto positivo en el desarrollo de las plantas, incluso en presencia de
cadmio. Esto se refleja en los resultados de los tratamientos (Ts, T7 y Tg), donde se
aplicaron HMA, compost y cadmio, y se observo un incremento significativo en la
altura de las plantas (11,55; 15,12 y 8,39 % respectivamente) en comparacion con las
plantas tratadas solo con cadmio puro (Ts = 29,69 cm).

La presencia de cadmio tiene un impacto negativo en la colonizacion de las micorrizas
y en la longitud del micelio extra radical, tal como se evidencia en los resultados de
los tratamientos T6, T7 y T8, donde se utilizaron hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), compost y cadmio. En estos tratamientos, se observé una disminucion
significativa en el nivel de colonizacion micorrizica en las raices. Especificamente, se
registraron descensos del 12,70; 100,00 y 14,90 % en comparacion con las plantas
tratadas exclusivamente con HMA puro, donde el porcentaje de colonizacion alcanzé
el 95 %.

La longitud del micelio fue mayor en los plantones donde se incorporaron HMA a las
plantas de cacao, llegando hasta los 9,90 cm, mientras que en el tratamiento que tuvo
un sustrato compuesto por HMA*Cd*compost la longitud de micelio fue de 7,74 cm,
por otro lado, los resultados evidencian que la incorporacion de Cd a los tratamientos

con HMA produjo un descenso significativo de la longitud del micelio extra radical.

En la comparacion de la concentracion de cadmio en los tallos de las plantas se observa
(Fig.13.3) que las plantas que recibieron HMA en sus sustratos absorbieron menor
cantidad de Cd, tal es asi que el sustrato HMA*Cd*Compost absorbi6 22,34 mg.kg™
(el més bajo), seguido de los tallos suyo sustrato fue HMA*Cd que absorbieron 28,72,
mientras que con Compost*Cd el cadmio en los tallos fue de 29,77 mg.kg™ y en los

tallos donde se afiadi6 solo cadmio la concentracion fue de 29,31 mg.kg?, en
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conclusién los HMA si contribuyen significativamente a disminuir la presencia de Cd
en los tallos, hecho que se ve acentuado por el efecto sinérgico del compost

La concentracion de cadmio en las raices de los plantones de los tratamientos a los
cuales se agregd CdCl, (Cloruro de cadmio), alcanz6 valores entre 13,95 a 21,61
mg.kg™; obteniendo en consecuencia que en los tratamientos donde solo se agrego

compost * HMA se obtuvo valores entre 1,36 a 9,90 mg.kg™.

En los tratamientos que recibieron Cd, se alcanzd valores en el rango de 22,34 a 29,77
mg.kg!; sin embargo, las bajas concentraciones de este metal pesado lo obtuvieron los
tratamientos que recibieron HMA*compost. Mientras que la inoculacion de los HMA

redujeron la concentracion de cadmio en tallos de plantas de cacao.

En conclusion, las adiciones de HMA y compost contribuyen a la disminucion de Cd
en las plantas de cacao (raiz y tallo) ya que estas atrapan o retienen el Cd en 85 % (de
47 ppm a 6,99 ppm), esto contribuye a mejorar los niveles de calidad del cultivo e
ingresos econdmicos de los productores cacaoteros del valle del Alto Mayo y la region
San Martin. A pesar de los grandes hallazgos y resultados, se debe considerar trabajar
en variedades de finos de aroma, por su importancia econdémica y realizar gradientes

de compost y HMA, a fin de conocer dosis dptimas.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Ahondar en la investigacion sobre la relacion entre las especies de HMA vy el
contenido de Cd en el suelo de plantulas de cacao.

Extender este tipo de investigacion a otros géneros de variedades autoctonas de cacao
encontrados en la Amazonia peruana con caracteristicas similares y localizar otro
género de Theobroma con capacidad de retener cadmio en el suelo o0 en sus partes
vegetativas de las plantas.

Se deben iniciar nuevos proyectos de investigacion basados en la medicion de
parametros claves como las enzimas antioxidantes, el estrés hidrico, y el potencial
de biorremediacion de las plantulas de cacao.

Ahondar la investigacion sobre la movilizacion del cadmio en los sustratos, en el
compost, su efecto en los HMA y las plantas de cacao.

Efectuar nuevas investigaciones sobre especies y géeneros especificos de micorrizas
arbusculares del cacao y su influencia en el secuestro de cadmio en el sistema
radicular y parte vegetativa de las plantulas de cacao.
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TERMINOLOGIA

Absorcion de cadmio. Proceso atribuible a la capacidad de retencion del metal en cuestion por
el suelo, al cultivo, a la interaccion planta-raiz-metal y al metabolismo vegetal propio (Prieto et
al., 2009).

Cloruro de cadmio (CdClz). Este elemento es considerado como una sustancia teratogénica
empleada en la industrializacidn. Sin embargo, es mas reconocido por su efecto de toxicidad en
el organismo (Deveci y Deveci, 2011).

Compost. Es una degradacion de restos organicos, generados mediante la descomposicién en
condiciones aerdbicas, cuyo objetivo es aplicar a suelos infértiles o de bajo contenido de
nutrientes para mejorar la fertilidad y estado nutricional de los suelos (Roman, 2013).

Consorcio micorrizico. Un consorcio micorrizico hace referencia a una diversidad de especies
de hongos micorrizicos arbusculares presente en un determinado in6culo (Del Aguila et al.,
2018).

Enmienda organica. Son aquellas materias organicas generados a partir de restos de origen
vegetal, origen animal o0 una mezcla de estas, tratadas en camas de preparacion con aplicacion
de microorganismos eficientes; buscando mejorar directamente las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo como MO materia organica”, densidad aparente y CIC (Castelo-
Gutiérrez et al., 2016).

HMA. (Hongos micorrizicos arbusculares). Son microorganismos simbiontes y estan presentes
en el suelo y se cree que estan asociados a un 80 % de plantas, por colonizacién en raices de
vegetales. Esta asociacién micorrizica entre el hongo y planta, es capaz de explorar mayor area

de suelo como prolongaciones y complementos del sistema radicular (Barrera, 2009).

Inoculacion con HMA. Proceso por el cual consiste en poner en contacto el hongo micorrizico

arbusculares con el sistema radicular de la planta (Del Aguila et al., 2018).
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Inmovilizacion. Se sustenta en la retencion soluble de los metales pesados, reduciendo el
contenido severamente, lo que reduce su posible translocacién hacia los vegetales,

microorganismos y aguas (Tajudin et al., 2016).

In6culo. Término colectivo para referirse a los microorganismos o sus partes (esporas,
fragmentos miceliales, etc.) capaces de provocar infeccién o simbiosis cuando se transfieren a
un huésped (Arévalo et al., 2021).

Metales pesados. Los metales pesados estan definidos como elementos con un peso especifico
igual o superior a 5 g cm™ (Khan, 2015). Estos elementos tienen su origen en causas naturales
y como consecuencia de actividades antropogénicas tales como los desechos industriales,

emisién de gases de los automaviles y las practicas agrondémicas (Aikpokpodion et al., 2012).

Planta del cacao. Es un arbol que se reproduce en bosques tropicales himedos, lo cual restringe
su origen a ciertas areas del planeta. En la América tropical, especificamente América del Sur,

existe una amplia diversidad del género Theobroma (Leal et al., 2000).
Suelo Contaminado. Se refiere a aquellos suelos cuyas caracteristicas se han visto afectadas

en su composicion fisicoquimico y bioldgico, en ciertas proporciones constituye un riesgo tanto

para la salud humana y medio ambiente (Garcia, 2012).
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APENDICES
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Apéndice 2. Analisis fisico y quimico de los sustratos.
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06 21 01 | 0092 T10 738 | 012 [ <03 | 137 |0062| 640 | 28 |7924( 756 [1320| Fra-Are | 623 | 544 (062 007 | 010 | 000| 62 |1000 o00
07 21 01 | 0093 T13 743 | 009 | <03 | 1.05 (0047 500 | 27 |7924| 756 [1320| Fra-Are | 528 | 458 (052 007 | 011 | 000| 53 |1000/ o0
08 21 01 | 0094 T14 753 | 013 | <03 | 125 (0056| 640 | 37 |7924| 756 [1320| Fra-Are | 624 | 545 |060] 009 | 009 | 000| 62 |1000/ o00
- —
TEXTURA MOROME TRO
L POTENCIOMETRO  SUBPENSION SUELO-AGUA BELACION 1 28
COMDUC VECTIICA COMDUCTWVETRO SUSPENBION SUELOAGUA 1 29
oo 048 . voLLARTGO
FOSFORO DISPONILE OLBEN MOCWICADD EXTRALYT NaCO, 0 8 g4 0 8 B Vi NSI .
POTASIO ¥ SO0I0 INTERCAMDAR £ R CHACOOMR 1N 4 T Absarcion Arwce
MATESIA ORGANICA WALKLEY y IRACK
CACCID Y MAGIME SO INTERCAMDINS £ XTRACT MOW0 140 M ICHACOOMIN (94 T Apsarcion Alwos
ACIDEZ INTERC DORACT KO W VOLUMETIA
ACET POTENCIAL WOODSLEF MO ICADO
cIC M T ACIEZ POTENCIAL » SUMA DF BASES SROsNsEEseLY
o gy bemodervtuiei e Cesar QARSI
pryes Eroscon 1 Nistmbrrain (hed 20 ) | JEFE DE DPTO.
METALES PEBADOS Pa 0% |

Nota I wboratono no se responsabias por Ia metodoloals spkeads bars 18 1oma de ls muestrs del presente reporte
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Apéndice 3. Analisis de cadmio en suelos de plantones de cacao

INSTITUTO DE CULTIVOS TROPICALES

INVESTIGACTON Y EXTENSTON AGRICOLA PARA [1 DESAAROLLO D LA AMAZONIA PERUANA
CERTIFICADO INDECOPT N* 00072183

LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS, FERTILIZANTES Y ALIMENTOS

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS - CADMIO

N° SOLICITUD : AS0020-01-21 FECHA DE MUESTREO : 06/12/2021
SOLICITANTE : UNIVERSIDAD CATOLICA SEDES SAPIENTIAE FECHA DE RECEP. LAB : 09/12/2021
PROCEDENCIA : VIVERO - UNSM FECHA DE REPORTE : 1512/2¢
CULTIVO : CACAO
Namero de la muestra
Item Gd
(ppm)
Lab. Campo

01 21 01 | 0095 T1-M1 0.31

02 21 01 | 0096 T1-M2 0.29

03 21 01 | 0097 T1-M3 0.42

04 21 01 | 0098 T2-M1 1.30

05 21 01 | 0099 T2-M2 1.22

06 21 01 | 0100 T2-M3 1.28

07 21 01 | 0101 T5-M1 0.38

08 21 01 | 0102 T5-M2 0.38

09 21 01 | 0103 T5-M3 0.53
—

CADMO EPA 30500
I S WSTITUTO D€ 3

Nota: £ poc b aphcada para la toma de 1a muostra del presente reporte 3

e Y oy A0 S—
Casar O valy Ho:undez, MSe
JEFE DE OPTQ. DE SUELOS
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Apéndice 4. Analisis de cadmio en raices de plantones de cacao

INSTITUTO DE CULTIVOS TROPICALES

INVESTIGACION ¥ EXTENSION AGRICOLA PARA EL DESARROLLO DE LA AMAZONIA PERUANA
CERTIFICADO INDECOPI N°® 00072183

LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS, FERTILIZANTES Y ALIMENTOS
REPORTE DE ANALISIS FOLIAR - CADMIO

N° SOLICITUD : AF0001-04-21 FECHA DE MUESTREO : 06/12/2021
SOLICITANTE : UNIVERSIDAD CATOLICA SEDES SAPIENTIAE FECHA DE RECEP. LAB : 09/12/2021
PROCEDENCIA : VIVERO - UNSM FECHA DE REPORTE : 1512/2021
TEJIDO VEGETAL : RAIZ DE PLANTON DE CACAO
il Namero de Muestra CADMIO
Laboratorio Campo ppm
01 21 | 010025 T1-M1 6.40
02 21 | 010026 T1-M2 4.23
03 21 | 010027 T1-M3 4.66
04 21 | 010028 T2-M1 16.80
05 21 | 01| 0029 T2-M2 18.62
06 21 | 010030 T2-M3 1777
07 21 | 010031 T5-M1 243
08 21 | 010032 T5-M2 24.65
09 21 | 010033 T5-M3 2.61
10 21 | 01 /0034 T6-M1 12.58
METODOLOGIA:
CADMIO : Digestion HNO3 / Espectr. Absorcién Atémica ]

Nota: el laboratorio no se responsabiliza por la metodologla aplicada para la toma de la muestra del presente reporte
*Los Calculos estan en base a materia seca

91



Apéndice 5. Analisis de cadmio en tallos de plantones de cacao

INSTITUTO DE CULTIVOS TROPICALES

INVESTIGACION Y EXTENSTON AGRICOLA PARA EL DESARROLLO DE LA AMAZONTA PERUANA
CERTIFICADO INDECOPI N® 00072183

LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS, PLANTAS, AGUAS, FERTILIZANTES Y ALIMENTOS
REPORTE DE ANALISIS FOLIAR - CADMIO

N° SOLICITUD : AF0001-01-21 FECHA DE MUESTREO : 06/12/2021
SOLICITANTE : UNIVERSIDAD CATOLICA SEDES SAPIENTIAE FECHA DE RECEP. LAB : 09/12/2021
PROCEDENCIA : VIVERO - UNSM FECHA DE REPORTE : 15/12/2021
TEJIDO VEGETAL : TALLO DE PLANTON DE CACAO
ol Namero de Muestra CADMIO
Laboratorio Campo ppm
01 21 01 | 0001 T1-M1 2.00
02 21 | 010002 T1-M2 1.87
03 21 01 [ 0003 T1-M3 1.81
04 21 | 01| 0004 T2-M1 28.24
05 21 | 01| 0005 T2-M2 29.33
06 21 | 01 | 0006 T2-M3 30.37
07 21 | 010007 T5-M1 1.98
08 21 | 010008 T5-M2 1.62
09 21 | 01| 0009 T5-M3 3.45
10 21 | 010010 T6-M1 28.09 54
HoTITUTO DE CULTIVOS ES
METODOLOGIA: - o
CADMIO : Digestion HNO3 / Espectr. Absorcién Atémica Pr— AT —
Cesar 0. Ar ndez, MS¢
Nota: el laboratorio no se responsabiliza por la metodologia aplicada para la toma de la muestra del presente reporte JEFE DE DPTO SUELOS

*Los Calculos estan en base a materia seca
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Apéndice 6. Promedio de datos del contenido de cadmio en suelos, raices y tallos

\e Tratamientos Cadmio en Cadmio en raices Cadmio en tallos
suelos (mg.kg™?) (mg.kg?) (mg.kg?)
1 Sin HMA, Cd y Compost 0,34 51 1,89
2 HMA 0,43 9,9 1,75
3 Compost 0,69 1,36 1,75
4 HMA x Compost 0,35 5,94 1,04
5 Cd 1,27 17,79 29,31
6 HMA x Cd 1,34 13,95 28,72
7 Cd x Compost 1,38 21,61 29,77
8 HMA x Cd x Compost 1,17 18,3 22,34
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