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RESUMEN

El uso de fertilizantes quimicos ha contribuido al aumento de la produccién de alimentos para una poblacién que
sigue creciendo. No obstante, el uso de estos produce un gran impacto en la medida que deterioran el ambiente,
por lo que es necesario buscar practicas agricolas sostenibles. Uno de los cultivos con mayor exportacion por
parte de Colombia es el cacao, siendo este de gran calidad a nivel mundial, pero sin ser rentable por los insumos
usados para su comercializacién. Con base a lo anterior, este trabajo tuvo como objetivo encontrar un equilibrio
entre la demanda de alimentos y una agricultura sostenible. Para ello se evalud el potencial de los hongos
Trichoderma harzianum y Metharrizium anisopliae como microorganismos promotores del crecimiento vegetal
(MPCYV) sobre la germinacion y el crecimiento en semillas y plantas de cacao a través de la observacion y el
registro diario de estas. Los resultados evidenciaron un aumento del 10% en el porcentaje de germinacién y una
aceleracion en la velocidad de crecimiento de las semillas alcanzando 5.3 semillas/dia con el hongo T. harzianum
en comparacion al control en laboratorio. Asimismo, se obtuvo un mayor nimero de raices secundarias al ser
tratadas con los hongos T. harzianum y M. anisopliae. Se concluye que, si bien estos hongos promueven mejoras
en las semillas del cacao, es recomendable continuar con investigaciones, especialmente en cepas silvestres, con
el fin de validar los datos obtenidos.

Palabras clave: Promotor de crecimiento, Cultivos, Auxinas, Solubilizador de fosfatos, caracteristicas
agronomicas.
Study of germination and development of cocoa seeds (Theobroma cacao) treated
with the fungi Trichoderma harzianum and Metarhizium anisopliae

ABSTRACT

The use of chemical fertilizers has contributed to increased food production for a growing population. However,
their use has a significant impact on the environment, making it necessary to seek sustainable agricultural
practices. One of Colombia's largest export crops is cacao, which is of high quality worldwide, but its production is
not profitable due to the inputs used in its marketing. Based on this, this study aimed to find a balance between
food demand and sustainable agriculture. To this end, the potential of the fungi Trichoderma harzianum and
Metarhizium anisopliae as plant growth-promoting microorganisms (PGMs) on germination and growth in cacao
seeds and plants was evaluated through daily observation and recording. The results showed a 10% increase in
the germination percentage and an acceleration in seed growth rate, reaching 5.3 seeds/day with the fungus T.
harzianum compared to the laboratory control. Furthermore, a greater number of secondary roots were obtained
when treated with the fungi T. harzianum and M. anisopliae. It is concluded that, although these fungi promote
improvements in cacao seeds, further research is recommended, especially in wild strains, to validate the data
obtained.

Keywords: Growth promoter, Crops, Auxins, Phosphate solubilizer, agronomic characteristics.



1. INTRODUCCION

La agricultura intensiva ha desempefiado un papel fundamental en la obtencidon de alimentos al introducir técnicas y
practicas que potencian la produccion agricola como el uso de agroquimicos, el monocultivo y la mecanizacion de la
agricultura. Sin embargo, a medida que la demanda de productos de alta calidad aumenta, también lo hacen los desafios
asociados con la sostenibilidad de los suelos y el impacto ambiental de este tipo de practicas. Al respecto, en los ultimos
afos ha aumentado el uso de insumos quimicos como fertilizantes y pesticidas lo que ha generado ha generado efectos
adversos en el equilibrio ecolégico [1]. Este tipo de insumos contienen sustancias como el amoniaco y el diéxido de
carbono, las cuales han provocado cambios irreversibles en la tierra, tales como variaciones en el pH y la pérdida de
biodiversidad microbiana. A su vez, estos productos pueden infiltrar cuerpos de agua, ocasionando toxicidad en fuentes
subterrdneas y superficiales, lo que impacta tanto la calidad del agua como la salud humana y animal. En el aire, la
liberacion de gases como el metano y el amoniaco contribuye significativamente a la contaminacion atmosférica y al cambio
climatico [2].

Numerosos estudios han documentado los efectos negativos de la agricultura intensiva sobre la salud del suelo y la
biodiversidad. Por ejemplo, se ha sefalado que el uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados ha incrementado la
eutrofizacion de ecosistemas acuéticos y la degradacion del suelo, lo que compromete su fertilidad a largo plazo [3]. Por
otro lado, los pesticidas quimicos han sido asociados con la disminucién de polinizadores esenciales, como abejas y
mariposas, lo que reduce la productividad agricola y amenazando la seguridad alimentaria [4]. Ademas, la conversién de
suelos forestales en tierras de cultivo ha intensificado la emisién de carbono a la atmédsfera, contribuyendo al cambio
climatico [5].

Ante estos problemas, es imperativo encontrar soluciones sostenibles que mitiguen los dafios causados por agroquimicos
como pesticidas y fertilizantes. En este contexto, los microorganismos promotores del crecimiento vegetal (MPCV) han
surgido como una alternativa viable. Estos microorganismos incluyen una amplia variedad de bacterias y hongos con la
capacidad de mejorar la salud y el desarrollo de las plantas a través de diversos mecanismos biolégicos [6]. Los
mecanismos de accion de los MPCV se clasifican en extracelulares, que ocurren en la rizosfera, e intracelulares, que
actuan dentro de los tejidos de la planta [7]. Entre los efectos directos de estos microorganismos se encuentran la fijacion
de nitrégeno atmosférico, la solubilizacion de minerales esenciales como el fosforo y la sintesis de fitohormonas como las
auxinas. Por otro lado, sus efectos indirectos incluyen la producciéon de compuestos antibacterianos, la inducciéon de
resistencia sistémica y el biocontrol de fitopatégenos [8].

Entre los MPCV con mayor interés biotecnoldgico y ambiental se encuentra el hongo Trichoderma harzianum, ampliamente
reconocido por su capacidad para colonizar diversos ambientes y mejorar el desarrollo de las plantas. Este microorganismo
ejerce efectos beneficiosos en la rizosfera mediante procesos de biocontrol como la antibiosis, la competencia por
nutrientes y la induccién de tolerancia al estrés. Investigaciones previas han demostrado que T. harzianum puede
desarrollar tolerancia al estrés, evitando que se marchite, lo que mejora el crecimiento de la raiz y la planta [9]. En el trigo,
la interaccion con este hongo ha resultado en un incremento del tamafo de la raiz principal y lateral, lo que mejora la
absorcion de nutrientes y, por ende, el crecimiento vegetal. Ademas, T. harzianum contribuye a la biorremediacion de
suelos al favorecer la descomposicidén de materia organica y la regeneracion de ecosistemas degradados [10].

Otro microorganismo con potencial biotecnolégico es el hongo entomopatdgeno Metarhizium anisopliae, el cual es utilizado
como alternativa a los pesticidas quimicos en el control bioldgico de enfermedades vegetales. Este hongo ha demostrado
ser eficaz en la proteccion de cultivos como el tomate y el meldn [11, 12]. Estudios recientes han evidenciado que su
presencia en la rizosfera favorece la altura de la planta, el desarrollo radicular y la acumulacion de biomasa [13]. Ademas,
M. anisopliae genera mecanismos de defensa adicionales, como la produccion de compuestos antifungicos y la
parasitacion de insectos fitéfagos, lo que incrementa la resistencia de los cultivos a diversas amenazas bidticas. Este hongo
también ha demostrado mejorar la respuesta antioxidante en plantas como soja, café y maiz, lo que contribuye a su
adaptacioén a condiciones de estrés ambiental [14].

Uno de los cultivos de mayor relevancia econémica y social a nivel global es el cacao, materia prima esencial en la
produccion de chocolate. En Colombia, este cultivo se encuentra principalmente en departamentos como Santander, Huila
y Tolima, donde se ha posicionado como un producto de alta calidad en el mercado internacional [15]. En 2022, Colombia
ocupod el puesto 27 en exportaciones de cacao y contaba con mas de 7 millones de hectareas potenciales para su cultivo
[16]. Sin embargo, la produccion de cacao enfrenta numerosos desafios, como el alto costo del material de siembra y la
susceptibilidad a enfermedades flngicas e insectos plaga. Entre los principales agentes fitopatégenos que afectan a este
cultivo se encuentran Monalonium dissimultu, Monilophthora roreri y Phytophthora spp., los cuales reducen
significativamente la calidad y cantidad de la produccion [17].



Por lo anterior, el uso de MPCV como T. harzianum y M. anisopliae representa una estrategia sostenible para mejorar la
productividad del cacao sin recurrir al uso excesivo de insumos quimicos. Estudios han demostrado que la aplicacién de
estos hongos no solo mejora la germinacion de semillas y el crecimiento radicular, sino que también fortalece la resistencia
del cacao frente a patégenos como Phytophora palmivora [18]. A partir de lo anterior, este estudio plantea saber la eficacia
de los hongos T. harzianum y M. anisopliae en el desarrollo de las plantas de cacao, donde se propone el objetivo de
evaluar el porcentaje de germinacion y la velocidad de crecimiento en semillas de cacao tratadas con estos hongos, asi
como determinar sus efectos sobre el desarrollo de las plantas. Con esta investigacion, se busca proporcionar una solucién
biotecnoldgica que optimice las practicas agricolas y contribuya a la sostenibilidad del sector cacaotero.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Las semillas de cacao se adquirieron en la Asociacion de productores de Cacao del centro del Valle del Cauca, que se
encuentra en la ciudad de Tulug, Valle del Cauca. Se obtuvieron las soluciones de las esporas de T. harzianum del producto
comercial BIODERMA (BIOTROPICAL S.A) el cual contiene una concentracion de 1x10'° esporas/ gramo. Para el hongo
M. anisopliae se utilizo el producto comercial RAXTER (BIO-CROP) que esta a una concentracion de 2x108 esporas/gramo.

2.2 PREPARACION DE SOLUCIONES DE ESPORAS DE LOS HONGOS

La preparacion de soluciones de esporas de los hongos se realiz6 en agua destilada estéril donde se obtuvo la
concentracion de esporas de los hongos usadas para el ensayo en el laboratorio y en vivero, como se observa en la tabla
1. Se generaron diferentes concentraciones para sembrar las semillas en el laboratorio y vivero, debido a un intervalo de
tiempo de un mes de siembra, para una mejor obtenciéon de datos, por lo que se prepararon nuevamente las soluciones
para ser utilizadas en el vivero. Primero se sembraron las semillas en el laboratorio, posteriormente se llevd a cabo la
siembra de las semillas en el vivero, para obtener mejor recoleccion de datos y se verificaron las concentraciones de las
soluciones con la camara de Neubauer.

Tabla 1. Concentraciones de hongos usadas para la inoculacién de semillas para laboratorio y vivero

Tratamiento Concentracién Concentraciéon usada Numero semillas Namero
usada en en vivero usadas semillas usadas
laboratorio en en vivero
laboratori
0
T. harzianum 5x10° esporas/mL 5.5x10° esporas/ mL 40 40
M. anisopliae 1,9x10° esporas/mL 1,2x10° esporas/ mL 40 40
Control Agua destilada Agua destilada 40 40

2.3 DESINFECCION DE SEMILLAS DE CACAO E INOCULACION CON LAS ESPORAS DE LOS HONGOS

Se usaron un total de 240 semillas de cacao, las cuales se desinfectaron sumergiéndolas en hipoclorito de sodio al 1%,
durante 10 minutos. Pasado este tiempo, las semillas se lavaron con agua destilada estéril 5 veces. Seguidamente se
usaron 120 semillas para el ensayo en laboratorio y en 120 para la prueba en vivero, en donde 80 semillas se usaron para
el tratamiento con T. harzianum, 80 para M. anisopliae, las cuales se sumergieron en las soluciones de esporas respectivas
por 10 minutos. Las 80 semillas restantes se usaron para el control donde se utilizé agua destilada estéril (Tabla 1).

2.4 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE GERMINACION DE SEMILLAS DE CACAO EN CONDICIONES DE
LABORATORIO Y VIVERO

Se realizo el ensayo en laboratorio con 120 semillas que se dividieron para cada tratamiento, las cuales se ubicaron sobre
papel filiro estéril, colocando 4 semillas por caja Petri previamente esterilizada. Se incubaron a una temperatura de 20-
25°C, manteniendo diariamente las condiciones de humedad con un gotero con el cual se aplicé agua destilada estéril
cada 12 horas. Se evaluo el porcentaje de germinacion para definir la cantidad de semillas viables con respecto al numero
de semillas totales sembradas con la ecuacion 1. Se realiz6 el seguimiento de las semillas durante 8 dias.

semillas germinadas
*

Ecuacion 1: % de germinacion = 100

total de semillas



2.5 TIEMPO DE CRECIMIENTO Y MEDICIONES DE LAS PLANTAS DE CACAO EN VIVERO

Para el ensayo en vivero se utilizaron 120 semillas de cacao, distribuidas equitativamente para cada ensayo. Estas fueron
sembradas en bolsas de semillero, depositando dos semillas por bolsa en un sustrato compuesto por tierra y cascarilla de
arroz, a una profundidad de un centimetro. Para mantener la humedad del sustrato, se regaron cada tres dias. Se
monitored el porcentaje (velocidad) de crecimiento de las plantas, revisandolas cada 24 horas y registrando los datos de
aquellas que presentaban desarrollo.

Las mediciones de las plantas de cacao se realizaron tres semanas después de la siembra, dado que, a partir de este
periodo, el crecimiento radicular requiere su trasplante al suelo, para evitar restricciones en su desarrollo.

2.6 DETERMINACION DE VELOCIDAD DE GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE CACAO

Se calcul6 la velocidad de germinacién de las semillas de cacao para conocer la rapidez en la que las semillas emergen y
se desarrollan en el laboratorio y en vivero. Para la prueba en laboratorio se examinaron transcurridos 8 dias desde la
siembra, y en vivero se realiz6 esta medicién por 10 dias, el tiempo en que empezé la generacién de cotiledones. Para
ambas pruebas se evalué con la ecuacion 2.

Ecuacion 2: Velocidad de germinacion = > # semillas germinadas en el intervalo de tiempo

> # dias después de la siembra

2.7 DETERMINACION DEL EFECTO DE LOS HONGOS SOBRE EL CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS DE
CACAO

Se midieron diferentes caracteristicas de la planta para determinar el crecimiento en condiciones de vivero usando
los diferentes tratamientos después de tres semanas desde la siembra debido a que posterior a ese tiempo se

deben trasplantar al suelo para seguir con su proceso de crecimiento. Los parametros evaluados fueron los
siguientes:

2.7.1 Longitud delaraiz primaria (cm)
Se coloco la raiz de la planta de cacao sobre una hoja de papel milimetrada. La longitud se determiné midiendo
desde la division del tallo de la planta a la raiz principal.

2.7.2 Numero deraices secundarias
Se contaron manualmente la cantidad de raices secundarias que se originaron a partir la raiz principal de cada
planta de cacao.

2.7.3 Elongacion del tallo (cm)
Se midi¢ el tallo de la planta de cacao, sobre una hoja papel milimetrada, desde donde empieza la division de la
raiz de la planta hasta la yema terminal.

2.74 Areadelahojalyhoja2(cm?
Se coloco la primera hoja (hoja 1) que crece de la planta de cacao en una hoja papel milimetrada para medir el
largo y el ancho de la planta, seguido de la hoja que crece después de la primera (hoja 2) para determinar los
mismos factores, calculando el area de ambas hojas con la ecuacion 3.

2.75 Biomasaseca(g)
Después de medir las variables anteriores, se colocé cada planta completa en una balanza analitica, para
determinar el peso humedo, posteriormente se trasladd cada planta de los tratamientos de los hongos y control a
una bolsa de papel, llevandolas a un horno a una temperatura de 180°C por 24 horas, donde se determiné el peso
seco de la planta en la balanza analitica y se calcul6 usando la ecuacion 4.

Ecuacién 3:  Area de la hoja = largo de la hoja * ancho de la hoja

Ecuacion 4: Biomasa seca = peso humedo de la muestra — peso secado en el horno



2.8 AISLAMIENTO DE LOS HONGOS PARA ANALISIS DE CAPACIDAD SOLUBILIZADORA DE FOSFATOS Y
DETERMINACION DE ACIDO INDOL ACETICO

Se utilizé el producto BIODERMA y el producto RAXTER, en donde se sembraron las esporas de los hongos por puncién en
medio PDA (Extracto de patata (4 g/L) Dextrosa (20 g/L), Agar-agar (15 g/L), se incubaron por 8 dias a una temperatura
de 25°C.

2.9 ANALISIS CAPACIDAD SOLUBILIZADORA DE FOSFATOS DE LOS HONGOS

Para este proceso se sembro el hongo en medio Pikovskaya (extracto de levadura 0.5g/L, dextrosa 10 g/L, fosfato de calcio
5 g/L, sulfato de amonio 0.5¢g/L, cloruro de potasio 0.2 g/L, sulfato de magnesio 0.1g/L, sulfato de manganeso 0.0001 g/L,
sulfato férrico 0.0001 g/L, agar bacteriologico 15 g/L) usado para determinar la capacidad de solubilizacién de fosfato del
hongo por su alta eficiencia al seleccionar los microorganismos capaces de esto, ya que el extracto de levadura proporciona
el nitrégeno necesario para ayudar al crecimiento de los hongos, y la dextrosa es utilizada como fuente de energia, lo que
logra la obtencion de diferentes sales que generan los metabolitos secundarios que le ayudaran a seguir creciendo formando
una zona clara alrededor de la colonia. Se incubé el hongo a una temperatura de 25° C por 8 dias, posteriormente se observé
y midio la generacién de un halo alrededor de la colonia.

2.10 ANALISIS ESTADISTICO

Se evaluaron los datos del efecto de los hongos sobre el crecimiento de las plantas de cacao en el programa RStudio,
donde se realiz6 el analisis Shapiro para determinar la normalidad de los datos; posteriormente se hizo la prueba Barlett
para comprobar la homogeneidad de la varianza. Para los datos que no tuvieron una distribucidon normal se analizaron
con la prueba Kruskal-Wallis (p value=<0.05) y los datos que cumplian caracteristicas de normalidad y homogéneas
fueron sometidos a ANOVA, con una diferencia minima significativa (p value= >0.05). Para los andlisis que dieron
diferencias significativas usando la pruebla Kruskal-Wallis se uitilizo la prueba Post-Hoc MANN WHITNEY WILCOXON,
mientras que para ANOVA la prueba Tukey.

3 RESULTADOS
3.1 PORCENTAJE DE GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE CACAO

Se comparo6 la cantidad total de semillas que germinaron con los hongos T. harzianum, M anisopliae y el control con
respecto al total de semillas sembradas en el laboratorio y en el vivero donde se determiné la cantidad de semillas que
crecieron al finalizar los ensayos, como se evidencia en la tabla 2. Las semillas inoculadas en el laboratorio con hongos
alcanzaron un porcentaje de germinacion del 87.5% al finalizar el periodo de siembra, en comparacién con un 77.5% para
las semillas que no recibieron ningun tratamiento.

Para las semillas tratadas en condiciones de vivero se obtuvo un 100% de germinacién con los tratamientos de los hongos,
mientras que para las semillas con el control su porcentaje fue de 97.5%.

Tabla 2. Porcentaje de germinacion de cada tratamiento de las semillas de cacao

Tratamiento Porcentaje de Porcentaje
germinacién en germinacién en
laboratorio (n=40) vivero (n=40)
Trichoderma harzianum 87.5% 100%
Metarhizium anisopliae 87.5% 100%
Control 77.5% 97.5%




3.2 VELOCIDAD DE GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE CACAO

Para el tiempo trascurrido desde el momento en que se sembraron las semillas en las cajas Petri en el laboratorio se obtuvo
una mayor velocidad de germinacioén en las semillas con T. harzianum, comparado con los otros dos tratamientos, teniendo
un crecimiento de 29.9 semillas germinadas/dia en relacion con el control que tuvo una velocidad de 24.6 germinadas/dia,
mientras que el control con el hongo M. anisopliae se generd un crecimiento de 28.5 semillas germinadas/dia como se
registra en la tabla 3. Para la velocidad de germinacion en el vivero, el tratamiento con el hongo M. anisopliae mostré una
mayor velocidad de 3.06 semillas germinada/dia, superando a los otros dos tratamientos donde obtuvieron una velocidad
de 3.05 semillas germinadas/dia (Tabla 3).

Tabla 3. Velocidad de germinacion de cada tratamiento de las semillas de cacao

Tratamiento Velocidad de Velocidad de Cambio Cambio
germinacién germinacién relativo de la relativo de la
en en vivero velocidad de velocidad de
laboratorio (semilla germinacion germinacion
(semilla germinada/di en en vivero?
germinada/di a) laboratorio®
a
Trichoderma 29?9 3.05 1.21 1
harzianum
Metarhizium 28.5 3.06 1.15 1.003
anisopliae
Control 24.6 3.05

a Para medir el cambio relativo en la velocidad de germinacion se obtuvo la razén entre la velocidad de germinacion
con cada tratamiento y la velocidad de germinacion del control.

Para cada tratamiento realizado en el laboratorio se observo crecimiento de los hongos al cabo de 8 dias. Las semillas
estan recubiertas casi en su totalidad por un hongo blanco, con tonos verdes, de textura de algodén, , con la germinacién
de la raiz para tratar de seguir su crecimiento como se observa en la figura 1(A); las semillas con el tratamiento de M.
anisopliae después de 8 dias de tratamiento, estaban recubiertas por un hongo de color verde, de textura esponjosa, con
parte de la raiz germinando expuestas en la figura 1 (B), por ultimo, las semillas control no poseian ningun hongo, y 2 de
las 4 semillas germinaron, reflejadas en la figura 1.

Control

Tratamiento
M.anisopliae

Tratatamiento
T.harzianum

Figura 1. (A) Tratamiento de T. harzianum en semillas de cacao en caja Petri. (B) Tratamiento de M. anisopliae
en semillas de cacao en caja Petri. (C) Tratamiento control de semillas de cacao en caja Petri.



Para los tratamientos en condiciones de vivero se observa en la figura 2 (A) las semillas germinadas inoculadas con el
hongo T. harzianum después de 14 dias, evidenciando sus primeras hojas. En la figura 2 (B), las semillas generaron sus
primeras hojas, después de 14 dias de siembra. Por Ultimo, en la figura 2 (C), las semillas control se evidencia crecimiento
de las semillas, con sus respectivas hojas después de 2 semanas.

Tratamiento T.harzianum Tratamiento M.anisopliae Control

Figura 2. (A) Tratamiento con el hongo T. harzianum en plantula de cacao en vivero. (B) Tratamiento con el hongo M.
anisopliae en plantula de cacao en vivero. (C) Tratamiento control en plantula de cacao en vivero.

Finalmente, en la figura 3 se presentan las plantas de cacao después de 3 semanas de siembra, donde se llevaron a cabo
las mediciones de la elongacion del tallo, la longitud de la raiz primaria, el nimero de raices secundarias, el area de las
hojas 1y 2 y la biomasa seca (Tabla 4).

Figura 3. Plantas de cacao después de 21 dias de crecimiento



3.3 EVALUACION DE CRECIMIENTO DE LAS PLANTULAS DE CACAO

Se tomaron los datos de las diferentes caracteristicas de las plantas que se analizaron, donde se obtuvieron los siguientes
resultados mostrados en la tabla 4.

Tabla No 4. Resultados de caracteristicas de las plantas de cacao

Longitud ) )
Tratamiento Elongacion raiz Numero raices Areahojal Areahoja?2 Biomasa
tallo (cm) primaria secundarias (cm?) (cm?) seca (g)
(cm)
T.harzianum 19,55+2,86 7,00+£2,06 80,65+17,57a | 30,83+14,75a | 24,06+15,05a | 2,68 +0,44a
M. anisopliae 20,40£2,51 7,67+1,82 86,53+13,30a 37,10+17,08a | 28,48+14,44a | 2,93+0,48a
Control 20,09+193 | 755+2,05 | 69,73+13,72ab | 43,97+12,90b | 38,15+13,67b | 2,98+0,34b

*Tratamientos con letras diferentes representan diferencias significativas (p value < 0.05)

El tratamiento con el hongo M. anisopliae obtuvo el mayor promedio de elongacion del tallo; sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas con respecto a los tratamientos con el hongo T. harzianum y el control (ANOVA p value = 0.292
> 0.05) reflejados en la tabla 4 y en la figura 4(A).

En la longitud de la raiz primaria se indica que la planta con el hongo M. anisopliae mostré una mayor longitud con respecto
a los otros dos tratamientos en el que hubo una diferencia de 0.67 cm con respecto al tratamiento de T. harzianum y con
el control una diferencia de 0,12 cm, pero no se encontré una diferencia significativa en esta caracteristica por lo que los
hongos no ayudaron a incrementar la longitud de la raiz (ANOVA p value =0,268>0,05) (tabla 4, figura 4(B)).

En el numero de raices secundarias se observa una mayor cantidad de raices en las plantulas de cacao tratadas con el
hongo M. anisopliae, con una diferencia de 16.8 raices secundarias frente al control, teniendo una diferencia significativa
(Kruskal-Wallis p value= 5.785x10-6 < 0.05C) (tabla 4, figura (C)). De igual manera el hongo T. harzianum generé un
promedio mas alto que el control, con una diferencia de 11.52 cm, de igual manera hay diferencias significativas.

En el area de la hoja 1, se evidencié una diferencia significativa (ANOVA p value = 0.000989 < 0.05) entre el promedio del
grupo control y los tratamientos con hongos. El tratamiento mas bajo correspondié a T. harzianum, que presento una
diferencia de 13.14 cm? respecto al area foliar mayor del control (tabla 4 figura 4(D)). El analisis del area foliar en la hoja 2
reveld una diferencia significativa en el grupo de control (ANOVA p value= 0.000119 < 0.05), destacandose sobre los
tratamientos realizados con los dos hongos. El tratamiento control tuvo una diferencia de 9.67 cm? con respecto al hongo
M. anisopliae el segundo valor mas alto, mientras que con el tratamiento del hongo T. harzianum la diferencia es de 14.06
cm?, como se observa en la tabla 4 y la Figura 4(E).

Por ultimo, en la biomasa seca, en el control se generé mayor biomasa seca en relacion con los hongos siendo significativa
(ANOVA p value = 0.0042<0,05), donde el control tiene una diferencia de 0.3 g con respecto al hongo M. anisopliae,
dispuestos en la tabla 4, figura 4(F).
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Figura 4. Variables de las plantulas de cacao sometidas a los tratamientos en condiciones de vivero. (A) Medicion de la
longitud del tallo. (B) Medicion de la longitud de la raiz primaria. (C) Cantidad de raices secundarias. (D) Area foliar de la
hoja 1. (E) Area foliar de la hoja 2. (F) Biomasa seca.



3.4 ANALISIS CAPACIDAD SOLUBILIZADORA DE FOSFATOS DE LOS HONGOS

El resultado de la capacidad solubilizadora de fosfatos se realiz6 para el hongo T. harzianum en la que no se evidencié
halo en el medio como se muestra en la figura 10. La capacidad de solubilizacion de fosfatos no se determiné en el hongo
M. anisopliae debido a que no se consiguio aislar.

Figura 10. Medio Pikovskaya con hongo T. harzianum sin halo

3.5 DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ACIDO INDOL ACETICO (AIA)

Para la produccién de AlA, para el hongo T. harzianum suplementado con L-triptofano y sin suplementar, el hongo no
produjo esta hormona. Mientras que para el hongo M. anisopliae no se logré aislar por lo que no se pudo determinar la
produccion de AlA.

4 DISCUSION (O ANALISIS DE RESULTADOS)

La evaluacion de la germinacion de las semillas de cacao en vivero y laboratorio mostré que las semillas tratadas con T.
harzianum obtuvieron un mayor porcentaje de germinacion en comparacién con las semillas control. Aunque no se
encontraron estudios recientes sobre la aplicacion de T. harzianum en semillas de cacao en condiciones de laboratorio,
investigaciones previas en césped (Lolium multiflorum) reportaron un porcentaje de germinacion del 90.7% [19], por lo que
en este estudio (87.5%) coincide con la tasa de entre el 87 al 90%, ayudando a germinar gran parte de las semillas. En el
vivero, se observé que T. harzianum promovié un 100% de germinacién, lo que concuerda con investigaciones previas en
las que se reporto que el uso de Trichoderma asperellum en cacao, tuvo como resultado tasas de germinacion entre 95 y
98% en semillas de cacao [20], demuestra que el hongo de género Trichoderma respalda un efecto beneficioso para la
planta sobre los controles. Estos resultados demuestran que el hongo ayuda las etapas iniciales del crecimiento de las
semillas, colonizando su superficie, asi la planta invierte sus recursos y energia en crecer, ayudando a obtener mas
nutrientes y espacio, gracias a que el hongo le brinda defensas contra plagas, evitando asi la competencia de la semilla
por estos recursos.

Con respecto a M. anisopliae, existen pocas investigaciones recientes sobre el porcentaje de germinacion en semillas. Uno
de los estudios disponibles evaludé su impacto en el pimiento (Capsicum annum), donde se registré un porcentaje de
germinacion de 98.5% [21]. En esta investigacion, se obtuvo un valor de 87.5% de germinacion en el cacao, en condiciones
de laboratorio. Esto sugiere que el M. anisopliae puede contribuir a una alta eficacia, ya que, en comparacion con el grupo
de control, se observé una diferencia del 10% de germinacion durante el crecimiento del cacao. Del mismo modo, no se
encuentran referencias que soporten la velocidad de crecimiento en plantas tratadas con el hongo M. anisopliae. En esta
investigacion, se observd una mayor velocidad de crecimiento en comparacion con el grupo control. Los resultados
plantean que el uso de esta cepa contribuye a una germinacion del cacao mas rapida y exitosa al favorecer el crecimiento
de la semilla, ya que el hongo evita que se alimenten de esta, lo que favorece a la semilla a la obtencion de recursos. Esto
permitiria obtener plantas en menor tiempo, lo que contribuye a la reduccién de costos asociados al uso de recursos como
agua, energia e insumos agricolas. Ademas, facilitaria una produccion mas oportuna para satisfacer la demanda del
mercado y mejorar su comercializacion.



Para el analisis de las plantas de cacao evaluadas en el vivero respecto a los diferentes tratamientos realizados, mostro
que no habia diferencias significativas en la elongacion del tallo (p= 0.292>0.05) y la longitud de la raiz primaria (p=
0.268>0.05) con respecto al control. Esto contrasta con investigaciones en plantas como en la cresta de gallo (Celosia
cristata) y el tomate tratado con T. harzianum que generé un porcentaje mayor de crecimiento mejorando la altura del tallo
[22][23]. De misma manera, se observo este crecimiento con el hongo M. anisopliae induciendo un mayor tamafio en el
tallo de la planta del chile [24]. El resultado de este estudio sugiere que el hongo al no generar AlA, la cual esta ligada ala
elongacion de tallo y raiz primaria, genera un mecanismo de crecimiento alternativo, enfocado en el crecimiento lateral de
la planta manifestada en el crecimiento de raices secundarias, por lo que genera una inversion de energia diferente de la
planta.

Por otro lado, para el numero de raices secundarias hubo una diferencia significativa con los hongos T. harzianum
(p=0.014) y M. anisopliae con respecto al control (p= 5.785x10%<0.05). Lo anterior indica que este producto favorecio el
desarrollo de mas raices en la planta, dando como resultado que este crecimiento radicular genera una inversion que se
evidenciaria en un periodo de tiempo prolongado, ya que al tener mayor cantidad de raices secundarias le otorga una
mayor estabilidad y mejora su capacidad de absorber los nutrientes desde distintas zonas del sustrato, generando un
mayor tamafio del arbol y aportando a que la cosecha de los frutos sea de mejor calidad. Por lo que podria explicar la
superioridad en la tasa de velocidad de crecimiento, como el porcentaje de germinacion superior al del control en vivero
[25][26], esto ayudaria a la planta a estar mejor adaptada a un traslado y poder sembrarla en campo.

Para finalizar los aspectos evaluados en las plantas de cacao, estas presentaron diferencias significativas mostrando que
en la hoja 1 (p= 0.000989<0.05), la hoja 2 (p= 0.000119<0.05) y la biomasa seca (p= 0.00426<0.05), los tamarios fueron
menores con los hongos en comparacion con el control. Por lo que este patrdn de crecimiento contrasta con resultados
donde los hongos actiuan como MPCV aumentando estas caracteristicas [26][27]. En esta evaluacion, la planta tal como
se describio en la elongacion del tallo y longitud de raiz primaria, desvia sus recursos del crecimiento aéreo, al no generar
una produccién de AlA, dando un déficit a corto plazo, que espera ser superior en un lapso mayor de tiempo, gracias a
invertir sus recursos a tener una mayor cantidad de raices secundarias. Esto sugiere la necesidad de realizar estudios de
seguimiento por un tiempo prolongado para identificar como y cuando las plantas inoculadas sobrepasan el déficit inicial
de estos factores, y evidencian una mejora en la formacién de la planta.

Una posible explicacién en el caso de que T. harzianum no ayudara a mejorar el desarrollo de la plantula de cacao, fue la
prueba en laboratorio, donde la ausencia del halo en el medio de cultivo, indica que la cepa usada del microorganismo no
logra la solubilizacion efectiva de fosfatos, lo que sugiere que el hongo usado esta enfocado como biocontrol de patégenos
y no actua como un MPCV en un lapso de tiempo corto para mejorar el crecimiento de la planta. Esta falta de evidencia
puede indicar las limitaciones de la actividad bioldgica del microorganismo usado, ya que no logré solubilizar el fosforo
presente en la cascarilla de arroz, por lo que la planta de cacao no lo pudo adquirir de una forma adecuada; En comparacion
con otro estudio en el cual el hongo aislado de una cepa ATCC incrementd la absorcion de fosfatos ayudando al crecimiento
de las plantas de tomate investigadas [28]. Por ende, para determinar de mejor manera este estudio, es recomendable
intentar la prueba con una cepa silvestre, ya que esta adaptada a estar en condiciones ambientales genera que el hongo
deba competir para su supervivencia por los nutrientes lo que generaria la solubilizaciéon para lograr tener resultados
satisfactorios.

Para la produccién de AlA por parte de nuestra cepa del hongo T. harzianum, no se generaron concentraciones de AlA en
el laboratorio para determinar que este producto comercial del hongo ayudara a la obtencién de este metabolito secundario.
Por el contrario, una de las investigaciones realizadas, examinaron cepas silvestres de suelo, donde generaron valores
altos de AlA, lo que ayudd a un aumento del crecimiento de las plantas de tomate, produciendo mayor area foliar en
comparacion con los controles [29]. La produccion de metabolitos secundarios puede ser un proceso muy complejo que se
vincula al desarrollo del hongo sobre todo en condiciones naturales, por lo que los microorganismos en el suelo tienden a
generar estos metabolitos para asegurar su supervivencia para competir por nutrientes y espacio con otros
microorganismos que habitan en su ecosistema [24][27]. A diferencia de las cepas comerciales que se potencian para el
biocontrol y la colonizacién rapida de las semillas, por lo que pudo haber perdido o reducido en gran parte, la capacidad
de generar AlA, por lo que se recomienda enfocar el uso de cepas silvestres para demostrar el potencial de este hongo en
el crecimiento del cacao.

Para el aislamiento del hongo M. anisopliae se intent6 aislar las esporas del hongo del producto RAXTER, por diversos
métodos, primeramente, por puncion en medio PDA y en medio Sabouraud suplementado con cloranfenicol donde se
incubo por 8 dias a 25 °C, en el cual no hubo crecimiento del hongo. Otro método usado fue adicionar el producto RAXTER
en agua destilada estéril y en agua peptona estéril, que se incubo por 8 dias a una temperatura de 25°C, en la que se
genero el hongo Aspergillus que domina rapidamente el medio e impide la proliferacién del hongo objetivo; por ello, para



este tipo de casos, se recomienda minimizar la interferencia de otros microorganismos aplicando tratamientos como usar
medios selectivos con fungicidas que permitan el crecimiento exclusivo del hongo en cuestién. Por ultimo, se agrego el
producto RAXTER en agua peptona estéril, incubando en agitacion constante, para ser agregados en eppendorf estériles,
y pasar por bafio Maria, para evitar crecimiento de levaduras, finalmente se sembrd en una caja de medio PDA,
seguidamente se inocul6 una caja con agar Sabouraud, en el cual no se evidenciaron microorganismos.

En otras investigaciones, las cepas de M. anisopliae han sido aisladas de forma silvestre a partir de muestras de suelo
usando diluciones seriadas. Posteriormente, se inocularon 100 microlitros en cajas con agar PDA y tras ocho dias de
incubacion se observaron los hongos que poseian caracteristicas parecidas a las requeridas [30]. Asimismo, se han usado
larvas criadas en laboratorio para obtener el hongo. Por ejemplo, en una investigacion las larvas se colocaron en 500 g de
tierra, y aquellas que presentaban signos de infeccion después de siete dias se colocaron en una camara humeda. Los
hongos se aislaron en una cabina de flujo laminar y los conidios se transfirieron a tubos de ensayo con agar Sabouraud
suplementado con cloranfenicol. Finalmente, se procedi6 a su identificacidn mediante técnicas de coloracién y observacion
al microscopio [31].

En esta investigacion no fue posible aislar el hongo M. anisopliae del producto comercial utilizado, por lo que no fue posible
determinar la capacidad solubilizadora de fosfatos y su produccién de auxinas, pero analizando los resultados que se
obtuvieron, es posible no que produjera AIA y no fuera capaz de solubilizar fosfatos, por lo que el producto se vende como
control de patégenos y no se especifica formalmente como MPCYV en la ficha técnica.

Por ultimo, se evidencio que las plantas control estaban siendo depredadas por insectos como se ilustra en la figura 5;
mientras que las plantas con los tratamientos de los hongos no mostraron ninguna sefial de depredacién, concordando con
lo que se especifica en sus fichas técnicas respecto a ser control de plagas.
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5 CONCLUSIONES

El presente estudio permitié determinar los efectos que poseen los hongos Metarhizium anisopliae y Trichoderma
harzianum como microorganismos promotores del crecimiento vegetal (MPCV) en las plantas de cacao
(Theobroma cacao), evidenciando diferencias significativas en diversos parametros de desarrollo vegetal. De esta
forma, se encontré6 que ambos tratamientos influyeron positivamente en la germinacioén y velocidad de crecimiento
de las plantulas en vivero con respecto a los controles, lo que sugiere su potencial para mejorar la etapa inicial del
establecimiento del cultivo.

El tratamiento con M. anisopliae y T. harzianum presenté un efecto positivo en la formacion de raices secundarias,
mostrando un crecimiento significativamente mayor en comparacién con el control y el tratamiento. No obstante,
no se logré aislar la cepa de M. anisopliae en laboratorio, lo que impidié evaluar directamente su capacidad
solubilizadora de fosfatos y su produccion de acido indolacético (AlA), mecanismos cominmente asociados a la
promocion del crecimiento vegetal. A pesar de esta limitacion, el comportamiento observado en la germinacion y
desarrollo radicular sugiere que los hongos podrian estar facilitando otros procesos biologicos que contribuyen al
crecimiento de la planta, como la mejora en la absorcion de nutrientes o la produccion de metabolitos secundarios



con actividad bioestimulante. Esto plantea la necesidad de futuras investigaciones para esclarecer su mecanismo
de accion y optimizar su aplicacién en la agricultura.

Por otro lado, el hongo T. harzianum no evidencié capacidad de produccion de AIA ni solubilizacion de fosfatos en
las pruebas realizadas, lo que sugiere que su efecto en el crecimiento del cacao no se debe a estos mecanismos
fisiolégicos. Sin embargo, su capacidad para incrementar la germinacion podria estar relacionada con otros
procesos biologicos no evaluados en este estudio, como la mejora en la disponibilidad de ciertos nutrientes, la
induccion de respuestas de defensa en la planta o la competencia con microorganismos fitopatogenos presentes
en el sustrato. En esencia, aunque su aplicacién no se recomienda como MPCYV en el cacao, sin una caracterizacion
mas profunda de sus efectos, su potencial como agente biolégico sigue siendo de interés y requiere mayor
exploracion.

Adicionalmente, es importante considerar que el entorno del vivero puede modificar la disponibilidad de nutrientes
en el sustrato, lo que influye en la respuesta de las plantas a los tratamientos con microorganismos. La presencia
de otros hongos o bacterias en el suelo, asi como las condiciones ambientales como la humedad y la temperatura
pueden afectar la interaccién entre los hongos evaluados y las plantulas de cacao, esto resalta la importancia de
realizar estudios en condiciones de campo para validar la eficacia de estos tratamientos en escenarios de
produccion real.

6 RECOMENDACIONES

Este estudio aporta evidencia sobre el potencial de M. anisopliae y T. harzianum como herramientas
biotecnoldgicas para la produccion de plantulas de cacao, pero también destaca la necesidad de realizar
investigaciones adicionales para comprender mejor los mecanismos biolégicos involucrados en su accion. Futuras
investigaciones deberian enfocarse en la caracterizacion molecular y funcional de las cepas utilizadas, la
evaluacién de su impacto en el microbiota del suelo y su efecto en la resistencia de las plantas a factores abidticos
y bidticos. Asimismo, seria pertinente estudiar la combinacidon de estos hongos con otras estrategias de
biofertilizacion o biocontrol para maximizar su efectividad y promover sistemas agricolas mas sostenibles y
eficientes en el cultivo de cacao.
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