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Resumen
El cacao peruano fue reconocido y premiado por Internacional Cocoa Awards
(I.C.A), como “cacao de excelencia”, por su calidad (sabor y aroma). En el afio 2017, se
logré una produccion de 44.2 millones de toneladas, debido al incremento de las areas
sembradas (MINAGRI., 2016). Actualmente el Per(, estd ubicado en el 9° lugar de
importancia en el mundo con un 2% de la produccién mundial, superada por Camerdn,

Brazil, entre otros paises asiaticos y africanos.

El presente estudio se realiz6 en el Instituto de cultivos tropicales (1.C.T), Banda de
Shilcayo. EIl objetivo fue determinar el efecto de la aplicacion de enmiendas célcicas
(Dolomita e Hidroxido de Calcio), enmiendas organicas (Guano de Isla, Gallinaza y
Compost) en la absorcion de cadmio en los plantones de cacao. El disefio empleado fue
parcelas divididas con 5 repeticiones. Se evaluaron altura, didmetro del tallo, materia seca

de la parte aérea, raices, contenido de cadmio parte aérea y radicular de los plantones.

Los mejores resultados en parametros biométricos se obtuvieron con el tratamiento
guano de isla. Todas las enmiendas organicas redujeron el contenido de cadmio, en tallos,
hojas y raices; siendo el tratamiento gallinaza e diferencias significativas, respecto al
testigo, reduciendo el contenido de cadmio en un 81.48%. La acumulacion de cadmio fue

mayor en las raices que en la parte aérea.

Palabra clave: Cacao, cadmio, enmiendas calcicas, enmiendas organicas.
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Abstract

The Peruvian cocoa was recognized and awarded by the International Cocoa
Awards (I1.C.A), as "cocoa of excellence", for its quality (flavor and aroma). In the year
2017, a production of 44.2 million tons was achieved, due to the increase in the areas
planted (MINAGRI., 2016). Currently, Peru is located in the 9th place of importance in the
world with 2% of world production, surpassed by Cameroon, Brazil, among other Asian

and African countries.

The following study was conducted at the Institute of Tropical Crops (I.C.T),
Banda de Shilcayo. The objective was to determine the effect of the application of calcium
amendments (Dolomite and Calcium Hydroxide), organic amendments (Island Guano,
Gallinaza and Compost) on the absorption of cadmium in cocoa seedlings. The design used
was split plots with 5 repetitions. Height, stem diameter, dry matter of the aerial part, roots,

cadmium content, aerial part and radicular of the seedlings were evaluated.

The best results in biometric parameters were obtained with guano island treatment.
All the organic amendments reduced the content of cadmium, in stems, leaves and roots;
the chicken manure treatment showed significant differences with respect to the control,
reducing the cadmium content by 81.48 %. The accumulation of cadmium was higher in

the roots than in the aerial part.

Keyword: Cocoa, cadmium, calcium amendments, organic amendments.




Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.), conocido como el alimento de los dioses, es un
cultivo de importancia comercial para muchos paises americanos y africanos; Costa de
Marfil, Ghana e Indonesia, representan el 70.07 % de la produccién mundial de cacao.
(Aikpokpodion, 2010).

El Perd, es el segundo pais productor de cacao organico a nivel mundial, logrando
exportar 108 000 toneladas de grano (MINAGRI., 2016), es por ello que la ICCO
(Organizacion internacional del cacao) calificé al Perd como un pais productor y
exportador de cacao fino y de aroma.

Actualmente la problematica principal para los productores cacaoteros, es la
Normativa Europea N° 488/2014 (U.E, 2014), donde menciona que la ingesta tolerable de
cadmio en derivados de cacao es los siguiente: Para chocolate con leche con un contenido
de materia seca total de cacao < 30% de (0.10 mg kg?), chocolate con un contenido de
materia seca total de cacao < 50%; chocolate con leche con un contenido de materia seca
total de cacao >30% de (0.30 mg kg™), chocolate con un contenido de materia seca total
de cacao >50 % de (0.80 mg kg™), cacao en polvo vendido al consumidor final o como
ingrediente en cacao en polvo edulcorado vendido al consumidor final (chocolate para
beber) de 0.60 mg kg?, que estara vigente en el afio 2019 y afectara las exportaciones

causando pérdidas econémicas.

Al consumir grandes cantidades de alimentos contaminados, como las carnes,
mariscos, derivados del cacao (el chocolate producto de mayor consumo) y otros. El ciclo
de ingreso en el organismo, es través de las plantas, estas absorben del suelo los iones
metéalicos que se encuentran de manera natural o combinados con 6xidos, cloruros, azufres,
otros minerales y quelatos organicos, junto con los macronutrientes esenciales (Kabata-
Pendias, 2010). El contenido de cadmio en suelo, aumenta con la incorporacién de
productos quimicos, fertilizantes fosfatados, aplicaciones foliares y otros (Adriano, 2001).
Su movilidad y disponibilidad, depende de los factores fisicos, quimicos y biologicos del
suelo (Zamora, 2018), (Adriano, 2001).
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Dentro de las técnicas de remediacion més utilizadas se encuentra el encalado, que
consiste en la aplicacion de sales basicas al suelo; los minerales que se utilizan para
corregir el pH son los carbonatos, 6xidos, silicatos de Ca?* y Mg?*, siendo la dolomita y la
cal, las fuentes de mayor uso, aplicadas al suelo aumentan el pH, disminuyendo la
absorcion de cadmio (Espinoza J. , 1999).

La aplicacion de enmiendas organicas, es otra técnica de remediacién que consiste
en aportar nutrientes al suelo, con la finalidad de mejorar las caracteristicas fisicas y
quimicas, principalmente por el aporte de materia organica por sus propiedades quelatantes
que inmovilizan al cadmio disminuyendo su absorcion por las plantas. Debido a ello,
estudios que buscan disminuir la disponibilidad de cadmio se basan en las propiedades
quimicas que presentan estos tipos de enmiendas (Félix-Herran, Safiudo-Torres, Rojo-
Martinez, Martinez-Ruiz, & Olalde-Portugal, 2008).

La hipdtesis planteada del trabajo de investigacion fue: Efecto de enmiendas célcicas
y organicas reducen la absorcion de cadmio, en plantones de cacao (Theobroma cacao L.),

en la region San Martin.

El objetivo principal fue: Determinar el efecto de enmiendas calcicas (hidroxido de
calcio, dolomita) y organicas (guano de isla, gallinaza, compost) en la absorcion de cadmio
en plantones de cacao (Theobroma cacao L.), en la region San Martin. Entre los objetivos
especificos se considera: a) Determinar el efecto de la aplicacién de enmiendas calcicas y
organicas, en parametros biométricos en plantones de cacao, b) Evaluar el efecto de la
aplicacion de enmiendas célcicas y organicas, en la absorcion de cadmio en plantones de

cacao.



1.1.

1.2.

CAPITULO |
MARCO TEORICO

Fundamento tedrico cientifico.

Cultivo de Cacao

1.2.1. Origen
El arbol de cacao pertenece al género Theobroma, un grupo de arboles que crece

en la cuenca del Amazonas y otras areas tropicales del sur y de América central. Existe

mas de veinte especies del género cacao; Theobroma cacao es el Unico cultivado

ampliamente (Wood & Lass, 2001).

1.2.2. Importancia econdémica y produccion mundial del cultivo

(ICCO, 2003) Menciona, desde hace mas de dos siglos el cacao (Theobroma
cacao L.) se ha destacado como un cultivo de gran importancia econémica y
comercial en el &mbito mundial. Los granos de cacao son utilizados como materia
prima por las industrias de confiteria, bebidas, cosmetologia y farmacéutica (Jiménez
Tobdn, 2015).

En el afio 2017, las exportaciones de cacao y chocolates superaron los U.S $ 300
millones, siendo los principales mercados de destino EEUU y Union Europea
(Holanda, Bélgica, Alemania e Italia). En el Per( existe un total de 130 mil hectareas
de cacao, contando con mas de 60 de los muchos clones existentes a nivel del mundo

y beneficiando aproximadamente a 450 mil personas (MINAGRI, 2013).

1.2.3. Metales pesados

Son aquellos elementos quimicos que tienen una densidad mayor o igual que 5
g cm? de la corteza terrestre de forma elemental (excluyendo a los metales alcalinos)
y son téxicos en concentraciones muy bajas (Lucho-Constantino, Alvarez-Suarez,
Beltran Herndndez, Prieto-Garcia, & Poggi-Varaldo, 2005). Su presencia en el suelo

es inferior a 0.1%.

Se encuentran generalmente como componentes naturales de la corteza

terrestre en forma de minerales, sales u otros compuestos. No pueden ser degradados o
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destruidos facilmente de forma natural o bioldgica ya que no tienen funciones
metabdlicas especificas para los seres vivos (Abollino, y otros, 2002). Los metales
pesados son peligrosos porque tienden a bioacumularse en los seres vivos (Angelova,
Ivanova, Delibaltova, & Ivanov, 2004). La incorporacion de metales pesados a los
organismos vivos, es a través de diferentes vias como: Alimentacion (ingerir
productos alimenticios como frutas y verduras contaminadas), agua, aire (emision de
gases toxicos a la atmosfera por fabricas metaltrgicas) (Lucho-Constantino, Alvarez-
Suérez, Beltran Hernandez, Prieto-Garcia, & Poggi-Varaldo, 2005).

Algunos de los metales pesados son esenciales en la planta en pequefas

cantidades siendo toxicas en cantidades mayores; se dividen en dos grupos:

Oligoelementos: B, Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Ni, Se y Zn, requeridos en pequefias

cantidades y toxicos en altas concentraciones.

Sin funcion bioldgica conocida: Son altamente toxicos en minimas concentraciones,
como ejemplo tenemos al Mercurio (Hg?*), Cadmio (Cd?*), Arsénico (As®*"), Cromo
(Cr®), Talio (TI), Plomo (Pb?*), entre otros (Pietro Méndez, Gonzales Ramirez,

Roman Gutiérrez, & Prieto Garcia, 2009).

La contaminacién del suelo por metales pesados, es a través de factores
antropogénicos como: Residuos industriales, fertilizantes fosfatados, productos
quimicos, riego con agua contaminada, abonos organicos, entre otros. Factores
naturales como: Roca madre, actividad volcanica, presencia de minerales compuestos,

entre otros (Mancilla-Villa, y otros, 2012).

La dindmica de los metales pesados en el suelo, pueden seguir cuatro vias:

a) Se movilizan a las aguas superficiales o subterraneas, b) Se difieren a la atmosfera
a través de la volatilizacion, ¢) Son absorbidos por las plantas y d) Son adsorbidos en

el suelo.

Los mecanismos de movilidad de los metales pesados en los suelos son (Alloway &
Steinnes, 1999):



5

Acidificacion. Es el resultado de la oxidacion de sulfuros minerales, precipitados,
fertilizantes de NH**, fijacion bioldgica de nitrgeno, precipitacion atmosférica
acida (SOxy NOy) sobre los suelos, descomposicion de la materia orgénica, escases

de iones béasicos por lixiviacion y por vertidos de contaminantes &cidos.

Cambios en las condiciones redox. Proceso de Oxido-reduccion pueden causar
disoluciones de moléculas y liberar metales pesados, dando lugar a la precipitacion
de sulfuros insolubles de metales pesados, complejacion de especies metalicas con
ligandos orgéanicos. Los ligandos son constituyentes quimicos que se combinan con

los metales en un complejo quimico (Novotny, 1995).

Cambios en la composicion idnica de la solucion del suelo. Pueden tener un
marcado efecto en la adsorcion de metales pesados y su incorporacion en
complejos inorganicos solubles e insolubles. Hay cuatro tipos de efectos: a)
Competicion por los sitios de adsorcion (por ejemplo, Ca?* y Zn?*, inhibiendo la
adsorcion de Cd?*), b) Formacion de complejos solubles (con aniones como CI? y
S04*), ¢) Formacion de compuestos insolubles como el mineral piromorfita
Pbs(PO4)3Cl,, d) Efectos de fuerza idnica, la aplicacion de fertilizantes salinos,
pueden causar una adsorcion reducida de los iones y la desorcién de metales de

lugares de la superficie del suelo (Novotny, 1995).

Los metales pesados son toxicos en pequefias concentraciones al ser ingerido por
los seres vivos no pueden ser degradados facilmente ya que no cumplen funciones
metabolicas especificas en su organismo (Pietro Méndez, Gonzéles Ramirez,
Roman Gutiérrez, & Prieto Garcia, 2009). Las plantas, en general, absorben
nutrientes del suelo junto con otros elementos y metales pesados, siendo este el
principal proceso que permite su ingreso a la cadena alimenticia (Pietro Méndez,

Gonzéles Ramirez, Roman Gutiérrez, & Prieto Garcia, 2009).

La absorcion y la acumulacion de cadmio, depende de su movilidad desde la
solucion del suelo hasta las hojas (Pietro Méndez, Gonzales Ramirez, Roman
Gutiérrez, & Prieto Garcia, 2009). Los metales pesados se bioacumulan, es decir
aumentan su concentracion en las plantas y otros seres vivos en un determinado

tiempo (Angelova, Ivanova, Delibaltova, & Ivanov, 2004)



1.2.4. Cadmio (Cd

Es un elemento quimico cuyo simbolo es Cd?*, su niimero atdmico es 48; tiene
relacion estrecha con el Zinc, con el que se encuentra asociado en la naturaleza. Es un
metal ddctil, de color blanco con un ligero matiz azulado. Es méas blando y maleable
que el Zinc, més duro que el Estafio. Su peso atdmico es 112.40 ug y su densidad
relativa de 8.65 g/cm® a 20°C (Rodriguez-Serrano, Martinez de la casa, Romero-
Puertas, del Rio, & Sandalio, 2008).

El cadmio esta presente en la corteza terrestre, generalmente se encuentra como
mineral combinado con Oxidos, cloruros y sulfatos formando minerales como la
Greenockita o Blenda de cadmio (CdS), entre otros minerales (Kabata-Pendias, 2010).
El nivel natural de cadmio en el suelo es generalmente menor de 1 ppm, todo tipo de
suelos, rocas, algunos minerales de carbon, fertilizantes quimicos, minerales y abonos
organicos, contienen trazas de cadmio que se encuentran en una concentracion de 1.5 —
10.5% (Adriano, 2001).

1.2.5. Fuentes de contaminacion.

La contaminacion ambiental por cadmio ha aumentado por consecuencia del
incremento de la actividad industrial que ha tenido lugar a finales del siglo XX vy
principios del siglo XXI. Esto ha afectado de forma progresiva los diferentes

ecosistemas terrestres (Pinto, Mota, de Varennes, & Pinto, 2004).

(Rodriguez-Serrano, Martinez de la casa, Romero-Puertas, del Rio, & Sandalio,
2008), mencionan que los factores antropogénicos mas importantes de contaminacion

de cadmio son:

Emisiones atmosféricas. Se originan a partir de las minas metallrgicas; el
cadmio se extrae como subproducto del plomo, zinc, cobre y otros metales. Las
incineradoras municipales y emisiones industriales procedentes de la produccion de
pigmentos para cristales, anticorrosivos, baterias de Ni/Cd, insecticidas, entre otros
(McLaughlin & Singh, 1999).

Depositos directos. Tipos de suelo (Alfisol, Inceptisol, entre otros), (Bonomelli,
Bonilla, & Valenzuela, 2003). Otra fuente de Cadmio lo constituyen los fangos

procedentes de aguas residuales que se utilizan en agricultura, han reportado un
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aumento de metales pesados a través del tiempo, algunos analisis mostraron una

acumulacién mayor anual de Ni, Pb (Alloway & Steinnes, 1999).

Contaminacion accidental. Ocurre eventualmente debido a la contaminacion de
suelos por procesos industriales, residuos de la mineria y corrosion de estructuras
galvanizadas. Un ejemplo son los vertidos de Aznalcollar que tuvieron lugar en 1998,
en Espafia provincia de Sevilla, como consecuencia de la rotura de una balsa que
contenia concentraciones elevadas de metales pesados procedentes de una mina de esa

localidad (Garcia, Diez, Martin, Simén, & Dorronsoro, 2009).

Actividades agricolas. ElI empleo de agroquimicos como los fertilizantes y
pesticidas en las actividades agropecuarias mediante practicas inadecuadas, constituyen
una de las formas de contaminacién mas importantes que impactan no solo a los suelos
en areas de aplicacion. Al ser lavado por lluvias, factores de lixiviacion, llegan a los rios

y finalmente a las zonas costeras afectando las especies marinas.

1.2.6. Ingreso, transporte, acumulacion de metales pesados.

Las plantas han desarrollado mecanismos altamente especificos para absorber,
translocar y acumular nutrientes (Lasat, 2000), sin embargo, algunos metales no
esenciales son absorbidos, translocados y acumulados en la planta debido a que

presentan un comportamiento electroquimico similar a los iones esenciales.

La raiz constituye el tejido de entrada principal de los metales pesados a la
planta, ingresando fundamente a través de los procesos fisioldgicos como difusién, flujo
de masas e intercambio cationico. La absorcion en la rizosfera puede estar influenciada
por exudados de raiz, &cidos organicos, entre otros. Las plantas absorben metales
pesados de la solucion del suelo en formas idnicas tales como Zn?*, Cu?*, Cd?*, Pb?*,
Ni2*, Co?*, Mn?* y Cr®" - Cr®". La absorcion y el transporte de estos elementos estan
controlados y regulados por una variedad de moléculas, algunas de ellas involucradas
en el transporte a través de la membrana, complejacion y secuestro. La absorcién de
iones metalicos de la solucién del suelo esta mediada por portadores especializados
acoplados a las proteinas presentes en la membrana plasmatica de las células de la raiz
(Brunetto, Avelar Ferreira, Melo, Ceretta, & Toselli, 2017). Los portadores realizan el
transporte a través de iones como H* o Ca?* y compuestos ricos en energia como el

ATPases y algunas enzimas (pirofosfatasas), estas se encuentran ubicadas en la
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membrana celular y membranas de las vacuolas (tonoplasto). Otro mecanismo, llamado
transporte electroquimico secundario de H*, a través de la combinacion de H' y el ion.
Este tipo de co-transporte requiere energia proporciona y generada por la hidrdlisis de
ATP realizada por las H* - ATPasas (Morsomme & Boutry, 2000). Por ejemplo, los
portadores de metales pesados en las plantas se dividen en cuatro familias diferentes:
como CPx-ATPasas, Nramps, CDF (difusion de cationes) y ZIP, que estan involucrados
en la absorcion de metales (Seth, 2012) . Los metales pesados no esenciales pueden
competir eficazmente con metales esenciales presentan radios ionicos similares (Alford,
Pilon-Smits, & Paschke, 2010). Las raices poseen cargas negativas en sus células
debido a la presencia de grupos carboxilos del acido péptido (grupo amino NHz y
COOH). De esta forma, los cationes entran por la pared celular, ademas de ser
hidrofilica facilita el transporte ionico. Una vez unidas las cargas positivas a las
negativas de la pared celular, los metales pesados se transportan por la via apoplastica y

simpléstica.

No obstante, se ha demostrado recientemente que el plomo puede quedar retenido
en la pared celular por la estructura de las lignina y celulosa (Marmiroli, Antonioli,
Maestri, & Marmiroli, 2005).

Los exudados radiculares son importantes en la tolerancia a metales, ya que
influyen en los factores de solubilidad de elementos esenciales y no esenciales de
manera directa mediante la acidificacion, quelacién, precipitacion y procesos de 6xido

reduccion.

La participacion de los acidos organicos en la tolerancia a metales, se observa
principalmente en plantas expuestas al aluminio (Gonzéles-Mendoza & Zapata-Pérez,
2008). Los exudados (compuestos organicos) liberados por la raiz de la planta, facilitan
la disponibilidad de los metales, debido a que forman una capa externa a la raiz
(mucigel), también favorece la complejacion de metales pesados como el cadmio, cobre
y plomo (Navarro-Avifidé, Aguilar Alonso, & Lo6pez-Moya, 2007). Después de su
absorcion de la solucion suelo, los iones metalicos pueden almacenarse en las raices y /
o trasladarse a los brotes a través del xilema (Jabeen, Ahmad, & Igbal, 2009). EI primer
transporte radial sucede en el apoplasto, pasando por un filtro de difusién y regulacion
en el endodermo, para cruzar la membrana plasmatica. Una vez dentro, se mueven

principalmente a través del xilema (Barcel6 & Poschenrieder, 1992).
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La absorcion y distribucién de los metales pesados en las plantas, depende de las
especies, variedades, diferencias en la capacidad de retencion del elemento absorbido
en raices y xilema (Shaw, 1989). Sin embargo, existen tres procesos que influyen en el
movimiento de los metales pesados, de la raiz al brote a través del xilema siendo los
siguientes: 1) Secuestro de los metales dentro de las células de las raices, 2) Transporte
simpléstico en la estela y 3) Liberacion en el xilema. Dentro del xilema, el transporte de
los iones metélicos es un proceso estrictamente controlado y mediado por proteinas de
la membrana, debido a la reactividad de los iones metalicos con los grupos funcionales
OH, COO, -SH y NH~, los &cidos carboxilicos y los aminoacidos representan ligandos
potenciales de los metales pesados (Brunetto, Avelar Ferreira, Melo, Ceretta, & Toselli,
2017). Algunos acidos carboxilicos (acido citrico, malico y oxalico) estan implicados
en diversos procesos, incluido el transporte a traves del xilema y el secuestro vacuolar
(Rauser, 1999).

El cadmio al ingresar a la célula, es transportado por algunas proteinas, entre
ellos el transportador especifico de calcio LCT1 (Clemens, 2001) y la proteina IRT1,
perteneciente a la familia de transportadores de Zinc y Fierro (ZIP) (Guerinot, 2000).
Otra familia de transportadores implicados, es el Nramp (proteina macréfaga asociada a
la resistencia natural) localizada en la membrana de la vacuola, por lo que
probablemente tenga una funcién en la movilizacion del metal y no en el ingreso del

mismo a la raiz (Thomine, Wang, Ward, Crawford, & Schroeder, 2000).

La capacidad de las plantas para bioacumular metales y otros posibles
contaminantes varian segun la especie vegetal, capacidad de retencion, interaccion
planta - raiz y la naturaleza de los contaminantes; por ejemplo los tallos de arvejas
acumulan mas cadmio que plomo en suelos tratados con dosis crecientes de metales
pesados (Pietro Méndez, Gonzales Ramirez, Roman Gutiérrez, & Prieto Garcia, 2009).
Algunas plantas presentan una gran plasticidad (mecanismo de tolerancia a las
condiciones ambientales) de respuesta fenotipica, en otros la tolerancia muestra
claramente una base genética que depende de varios genes con caracter aditivo y
dominante. En suelos contaminados con diferentes metales, se ha comprobado que las
plantas pueden presentar una tolerancia, siendo las fitoquelatinas (péptidos que forman
parte de las proteinas) responsables de la tolerancia a cadmio. Estudios por diversos
autores han mostrado que la concentracion de fitoquelatinas aumenta como respuesta a

la absorcién de cadmio (Barceld6 & Poschenrieder, 1992). Adicionalmente, es
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importante mencionar que (Gulli, Rampino, Lupotto, Marmiroli, & al., 2005)
encontraron que al exponer plantas de cebada y maiz con cadmio, generaban una mayor
induccion del gen Hvhspl7 (Proteinas de estrés térmico-HSP), localizado en el
citoplasma, lo cual fue relacionado con la proteccion y reparacion de proteinas durante

la exposicion al metal.

Quelacién de metales pesados

La quelacion se puede definir como la capacidad de una molécula para formar un
complejo con un metal y asi formar un nuevo compuesto con propiedades quimicas
diferentes del original. La quelacion es un proceso homeostético (propiedad que
consiste en mantener estable los cambios internos regulando la materia y los cambios

externos con la energia), en el que participan dos tipos de moléculas.

Moléculas transportadoras, encargadas de transferir iones especificos de metales a
organelos (vacuolas, cloroplastos y las mitocondrias) y 2) Los ligandos de alta afinidad,
como las fitoquelatinas, metalotioneinas, &cidos organicos, proteinas de estrés térmico y
los aminoéacidos, los cuales contribuyen a la desintoxicacion y mantienen estable la
concentracion de iones de metales en el citosol (matriz citoplasmatica) (Clemens,
2001); (Hall, 2002).

Almacenamiento de metales en vacuola

La importancia de la vacuola en la tolerancia a metales ha sido demostrada en diversos
trabajos. (Davies, Davies, & Francis, 1991), observaron que existe una correlacion entre
la tolerancia y una mayor proliferacion de vacuolas en células del meristemo de la raiz
en plantas de Festuca rubra (maleza perteneciente a la familia de las poaceaes y se
encuentra en Europa) al ser expuestas a Zn. También se ha demostrado que el
tonoplasto (membrana que delimita a las vacuolas) es un factor clave en la tolerancia a
metales, los tonoplastos aislados de plantas tolerantes y no tolerantes al metal, se
observaron que el transporte a través del tonoplasto por proteinas de membrana a la
vacuola fue 2.5 veces mayor en las plantas tolerantes, confirmando la importancia de la

vacuola en la tolerancia a metales en las plantas.
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1.2.7. Efectos toxicos en la planta

El primer contacto de los metales pesados dentro de la planta, es el espacio del
apoplasto y la pared celular de la raiz. Estos metales se almacenan como precipitados o
en forma cristalina en las paredes de las células epidérmicas o del cortex (Baker,
McGrath, Reeves, & Smith, 2000).

Entre los efectos negativos y visibles es la inhibicion del crecimiento de la planta,
sobre todo en raices, clorosis y necrosis en hojas, posteriormente sintomas tipicos de
senescencia y abscision. El sintoma mds caracteristico de la toxicidad por metales
pesados es la reduccién del crecimiento radicular. (Baker, McGrath, Reeves, & Smith,
2000).

También tienen lugar un gran nimero de dafios estructurales, puesto que la
presencia de metales pesados en el interior de las células provoca la aparicion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), produciendo estrés oxidativo provocando una

inestabilidad en la membrana celular (Baker, McGrath, Reeves, & Smith, 2000).

Los metales afectan las actividades fisioldgicas y bioquimicas de las plantas. En el
caso de la anhidrasa carbonica, el atomo de zinc presente en su centro activo es
reemplazado por uno de metal pesado, produciendo una gran disminucion de su
actividad. Lo mismo sucede con las enzimas implicadas en el ciclo de Calvin. Otros
efectos negativos de los metales pesados en plantas, es la disminucion del contenido en
clorofila y del potencial hidrico en las hojas o el cierre estomatico, impidiendo el
ingreso de CO- para llevar a cabo una correcta fotosintesis (Baker, McGrath, Reeves, &
Smith, 2000).

Algunos metales pueden ocasionar reduccion de la elasticidad y de la
extensibilidad de las paredes celulares y la plasmalema. Estas alteraciones
fisicoquimicas, producen efectos en la biosintesis enzimaticos, rotura de membranas,
pérdida y como sintomas finales, apoptosis (muerte celular programada o provocada) y
necrosis. Los metales pesados inhiben el flujo de electrones de la cadena de transporte o
del Ciclo de Calvin y afectan la fotosintesis por el exceso de energia luminica que daran
como resultado la formacidn de radicales de peroxido de hidrogeno, que son altamente
toxicos en las células (Baker, McGrath, Reeves, & Smith, 2000).
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La reaccion de defensa de las células de las plantas a los metales pesados, consiste
en la produccién de enzimas antioxidantes como la peroxidasa y superéxido dismutasa
(SOD), mediante la cadena redox; sin embargo la toxicidad ocasiona la disminucion de
la capacidad antioxidante de las células. También se ha observado la inhibicién de la
asimilacion de COg, cierre estomatico por déficit hidrico inducido por los metales a
causa los efectos toxicos y su interferencia con la absorcion y translocacion del agua. El
cierre estomatico en la inhibicion de la fotosintesis, depende del tipo de metal (Barcel6
& Poschenrieder, 1992). El cadmio principalmente afecta la fotosintesis y la
transpiracion. Las adaptaciones especificas de las plantas al estrés por metales se basan
en mecanismos de resistencia que reducen su entrada en la planta; si son absorbidos

permiten su almacenamiento en lugares no perjudiciales para las células.

1.2.8. Estrategias de remediacion

A) Aplicacion de microorganismos

Hongos micorrizicos (HM). En las plantas el proceso de adsorcion de metales puede
estar influenciado por microorganismos que estan intimamente asociados con la raiz
(comunidad rizosférica). Entre estos microorganismos, los hongos micorrizicos (HM)
forman asociaciones mutualistas (micorrizas) con diversas especies de plantas y pueden
ser clasificados en dos grupos, de acuerdo con el tipo de colonizacién de la planta

hospedera:

Hongos micorrizicos arbusculares (HMA), los cuales se caracterizan por colonizar

intracelularmente el sistema radical de 80% de las especies vegetales.

Hongos ectomicorrizicos (HEM), se caracterizan por colonizar la raiz extra
celularmente de 3% de las especies vegetales. En el caso de los HEM, los mecanismos
que se pueden presentar son: (1) Movilidad del metal en el apoplasto (espacio
extracelular por donde fluye el agua y otras sustancias), en donde es retenido por la red
de Hartig (red de hifas de hongos) evitando la entrada a la raiz; (2) Reduccion de la
movilidad del metal en el apoplasto; (3) Secrecion de sustancias quelatantes como
acidos organicos y otras sustancias producidas por el HEM y (4) Retencion de los

metales en el micelio externo del hongo (Gonzales-Mendoza & Zapata-Pérez, 2008).
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B). Uso de plantas hiperacumuladoras, pueden superar en 100 a mas veces los
valores normales de metales acumulados. Estas plantas son especies muy tolerantes a
uno o mas metales pesados y a menudo su distribucion esta restringida a suelos ricos en
un amplio rango de concentraciones de metales, pues no son competitivas en zonas no

contaminadas.

La hiperacumulacién ha evolucionado en mas de 400 especies de plantas repartidas en
45 familias botanicas, siendo la familia Brassicaceae (especies de hombre comuin como
coles, berros, repollo chino, rabanos, nabo, entre otras (Baker, McGrath, Reeves, &
Smith, 2000).

Esta tecnologia es efectiva a través de la manipulacion genética, mejorando la
capacidad de remediacion de las plantas (Cherian & Oliveira, 2005). Se han mejorado
especies vegetales con una mayor capacidad de degradacion de contaminantes
organicos o de acumulacion de metales pesados. Algunas plantas genéticamente
modificadas (GM) estan adaptadas especificamente para la fitorremediacion de Cd y
otros metales (Delgadillo-Lopez, Gonzales-Ramirez, Prieto-Garcia, Villagomez-lIbarra,
& Acevedo-Sandoval, 2011).

C) Aplicacion de enmiendas calcicas.

La alternativa para corregir los problemas de acidez en los suelos, es la aplicacion de
enmiendas calcareas, estas enmiendas aumentan el contenido de bases y neutralizan los
protones que resultan del proceso de acidificacion. Los suelos acidos poseen cargas
variables, que se caracterizan por poseer una alta concentracion de AP* y Fe?*y Mn?
disponibles en la superficie de los coloides. Este aumento de la carga positiva
disminuye la capacidad de retencion de bases de intercambio en el complejo arcilla,
materia organica del suelo y genera a su vez un aumento en el contenido de aluminio
soluble. Por esta razon, es necesario aumentar la CIC del suelo, de esta manera las bases
como Ca?*, Mg?* y K*, son retenidas en el complejo y tomadas por las plantas
(Demanet Filippi, 2017).

Al incrementar el pH del suelo, las moléculas de aluminio presentes forman hidroxidos
que afectan el desarrollo de las plantas. Por lo tanto, el encalado consiste en agregar al
suelo carbonatos de calcio y magnesio que permiten reducir la acidez e incrementar el
pH, desplazando el aluminio intercambiable en las particulas del suelo y neutralizando

el aluminio libre en la solucién (Demanet Filippi, 2017).
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La incorporacion de las enmiendas célcicas al suelo, es previo al establecimiento a
través del uso de rastra o incorporadores de rastrojos durante el proceso de preparacion.
Las enmiendas se aplican en cobertera, pero es la humedad del suelo que permite la

reaccion quimica neutralizando la acidez (Demanet Filippi, 2017).

La reaccion que ocurre en el suelo considera que los iones hidrogeno y aluminio
presentes en la solucién, reaccionan con las enmiendas célcicas, dando como resultado
agua y aluminio precipitado, que es reemplazado en los sitios de intercambio por calcio
y otros cationes basicos, quedando el aluminio toxico en una forma inerte en la solucién
del suelo (Demanet Filippi, 2017).

El componente principal de los carbonatos de calcio es la piedra caliza, es una
enmienda muy utilizada para neutralizar la acidez del suelo y suministrar de calcio. El
término “cal” puede referirse a varios productos como (dolomita, cal agricola, cal
apagada, entre otros), pero en la agricola generalmente se refiere a la piedra caliza
molida (Espinoza J. , 1999).

El agregado de cal también es una fuente valiosa de calcio y posiblemente de magnesio
como la dolomita que tiene los dos elementos en su composicion. Algunos de los

beneficios secundarios de la neutralizacion de la acidez del suelo son:

e Mayor disponibilidad de fésforo (P).

e Mejor fijacion de nitrégeno (N) de las leguminosas.

e La mineralizacién de N y la nitrificacion.

e Mejor uso del agua, recuperacién de nutrientes y el crecimiento de las plantas con

un sistema radicular mas saludable.

Hidroxido de calcio Ca (OH)2: También es conocido como cal apagada o hidratada y
se obtiene a partir de la reaccion de Oxido de calcio con agua. El principal uso de la cal
agricola es elevar el pH de los suelos acidos y reducir la concentracion de aluminio
(AI"™) en la solucién del suelo. El crecimiento pobre de los cultivos en los suelos
acidos se debe principalmente al aluminio soluble, que es toxico para el sistema radical

de muchas plantas. La cal reduce el aluminio soluble (Espinoza J. , 1999).
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Dolomita: Carbonato de calcio-magnesio CaMg (COs)2. Mayormente insoluble en
agua, pero su solubilidad se incrementa en condiciones acidas (contiene entre 2 a 13%
de magnesio). Es una fuente de reaccion lenta en el suelo comparado con otras fuentes
calcicas, pero tiene una ventaja de contener Mg?*, que es un elemento muy deficiente en
suelos acidos. El contenido determina su calidad de la dolomita, impurezas de arcillas y
material organico. (Espinoza J. , 1999).

D) Enmiendas organicas.

La materia organica puede adsorber fuertemente algunos metales incluidos el cadmio
que pueden quedar en forma no disponible por las plantas, motivo por el cual algunas
plantas crecen en suelos ricos en materia organica presentan carencia de elementos
como el Cd?, Pb?" y Zn?*. La textura favorece la entrada e infiltracion de la
contaminacion de metales pesados en el suelo, por ejemplo, la arcilla tiende a adsorber
a los metales pesados, que quedan retenidos en sus posiciones de cambio por el
contrario los suelos arenosos carecen de capacidad de fijacion de los metales pesados,
los cuales pasan rapidamente al subsuelo y pueden contaminar los niveles freaticos
(Cabrera Capitan, 2007). Los abonos organicos tienen tres tipos de propiedades, estas

son:

Propiedades fisicas: Mejora la estructura, la permeabilidad del suelo, ya que influye en

el drenaje y aireacion, disminuyen la erosion, aumentan la retencion de agua.

Propiedades quimicas: Las enmiendas organicas mejoran la disponibilidad de los
macro y micronutrientes del suelo, aumentan la capacidad de intercambio catidnico y

otras propiedades positivas.

Propiedades bioldgicas: Los abonos organicos favorecen la aireacion y oxigenacion
del suelo, por lo que hay mayor actividad radicular y mayor actividad de los
microorganismos. Los abonos organicos constituyen una fuente de energia para los
microorganismos por lo que se multiplican rapidamente, limitan el desarrollo de
microorganismos patdgenos pueden proporcionar actividad enzimatica (Cabrera
Capitan, 2007).

El papel principal de las enmiendas mencionadas, es la materia organica que poseen; el
humus esta asociado con el aumento de la poblacion microbiana, reduciendo los

patdégenos y principalmente reducen el efecto toxico de los metales pesados, ademas
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permite la facil absorcion de moléculas quimicas producto de la mineralizacion. La
adsorcion de metales pesados es otro beneficio positivo de la materia orgéanica,
permitiendo que los metales pesados queden adsorbidos en el complejo arcillo himico

reduciendo su absorcién por las plantas (Cabrera Capitan, 2007).

Existen diferentes tipos de enmiendas, entre los mas comunes podemos encontrar:

Gallinaza:

Es un compuesto organico, principalmente viene acompafiado con cascarilla de arroz,
que ayuda a absorber la humedad. La calidad, depende mucho de la alimentacion de las
aves, tipo de alimento, edad y sobre todo el proceso de fermentacion. Su composicion
fisica y quimica es: pH 9, K20: 1.9%, carbono organico: 19.8 %, materia organica: 34.1
%, nitrégeno 3.2 %, relacion C/N: 3.2, P20s: 7.39%. Es un material con alto contenido
de nitrogeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio, azufre y algunos micronutrientes. Su
aplicacion al suelo aumenta la materia organica, fertilidad y calidad del suelo (Hirzel

Campos & Salazar Sperberg, 2011)

Guano de Isla:

Es un fertilizante natural completo, contiene macronutrientes como el Nitrogeno,
Fosforo y Potasio en cantidades de 10-14, 10-12, 2 a 3 % respectivamente. Elementos
secundarios como el Calcio, Magnesio y Azufre, con un contenido promedio de 8, 0.5y
1.5 % respectivamente. También contiene microelementos como el hierro, zinc, cobre,
manganeso, boro y molibdeno en cantidades de 20 a 320 ppm (partes por millon).
(Hirzel Campos & Salazar Sperberg, 2011)

Compost:

Se obtiene por descomposicion de residuos organicos que son transformados en humus,
tiene un alto contenido de nutrientes (dependiendo del proceso de fermentacion). Su
CIC suele estar entre 50-100 meq/100 g, el contenido de materia organica entre 40-60
%, y una relacion C/N del0-20 (Mejia F. & Palencia C., 2011). El contenido nutricional
depende del tipo de componente; el uso de restos de cosecha (mazorcas de cacao),
permiten elaborar los abonos organicos de manera sostenible; debido a su bajo

contenido nutricional es recomendable mezclar con otros subproductos.
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1.2.9. Valores referenciales en productos alimenticios de Cacao.

Los limites méaximos del contenido de cadmio en productos alimenticios estan
regulados en la Union Europea por el Reglamento (UE) N° 488/2014 de la Comision de
12 de mayo de 2014 que modifica el Reglamento (CE) N° 1881/2006 por lo que
respecta al contenido méximo de cadmio en los productos alimenticios. Se establecen

nuevos limites maximos para chocolate y productos de cacao (aplicable a partir de

2019), (ELIKA, 2004).

Tabla 1
Contenidos méaximos de Cd en productos alimenticios (U.E, 2014)

Productos alimenticios

Contenidos
maximos (mg/kg)

Chocolate con leche con contenido de materia seca total de cacao
< 30%

Chocolate con un contenido de materia seca total de Cacao <
50%; chocolate con leche con un contenido de materia seca total
de cacao > o igual a 30%

Chocolate con un contenido de materia seca total de cacao > o
igual 50%

Cacao en polvo vendido al consumidor final o como ingrediente
en cacao en polvo edulcorado vendido al consumidor final
(chocolate para beber)

0.10 a partir del
1/1/2019

0.30 a partir del
1/1/2019

0.80 a partir del
1/1/2019

0.60 a partir del
1/1/2019

1.2.10. Efectos de cadmio en la salud humana.

Los sintomas comunes de intoxicacion por cadmio son: Nauseas, vOmitos,
dolores abdominales y cefalea, estos efectos se presentan en dosis mayores a 15 ppm,
ingeridos a través del agua y alimentos contaminados. La intoxicacion aguda por
cadmio puede causar la muerte (Pérez Garcia & Azcona Cruz, 2012). Incluso una
exposicion cronica con una dosis relativamente baja, puede causar alteraciones
digestivas y perdidas de peso. Con mucha frecuencia se aprecian efectos pulmonares, en
particular cancer al pulmén, debido a la inhalacion del humo del tabaco, causando la
muerte por insuficiencia respiratoria (Pérez Garcia & Azcona Cruz, 2012). La cantidad
promedio de cadmio ingerido en los paises europeos y norteamericanos es de 10-20
pg/dia. La ingesta de Cd a través de los alimentos solia ser mas alta en Japdn que en
Europa, pero ha disminuido y actualmente es similar a los niveles informados en los

paises europeos con altas ingestas (Nordberg, Nogawa, & Nordberg, 2015).
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1.2.11. Antecedentes de Investigacion.

(Ruiz, 2011), realiz6 un estudio en el Centro Agropecuario Marengo (Mosquera,
Cundinamarca-Colombia), su objetivo fue evaluar tratamientos para disminuir la
acumulacién de cadmio en lechuga. Utilizd CaCO3z y compost, el contenido de cadmio
en suelos fue 3,97mg kg™; el tratamiento con compost disminuy6 significativamente la
concentracion de cadmio en lechuga (0,26 mg kg™) con respecto a los otros
tratamientos, aumentando significativamente el peso fresco de las lechugas.

(Huaynates Natividad, 2013), realizé un estudio en la region Huanuco, donde se
aplicé dos fuentes organicas (guano de isla y compost) en tres dosis de 0.5, 1y 1.5 kg,
en el cultivo de cacao, con el objetivo de reducir el contenido de cadmio en el suelo.
Los resultados demostraron que los tratamientos (1259 compost mas 3759 de Guano de
isla por planta), (250 de compost mas 250g de guano de isla. por planta) y (500g de
compost mas 500g de guano de isla por planta), reducen la concentracion de cadmio de

3.5a0.3 ppm.

(Al Mamun, y otros, 2016), realizaron un experimento con espinaca (Spinacia
oleracea L.), lechuga (Lactuca sativa L.) y cebolla (Allium cepa L.) en Nueva Zelanda,
con el objetivo de reducir la absorcion de cadmio. Las fuentes aplicadas fueron lignito y
compost municipal; utilizaron dos suelos con Cd?* de 1,45 mg/kg y 0,47 mg/kg. La
adicién de compost municipal al 2,5%, redujo la concentracion de Cd?* en cebollas,

espinacas y lechuga hasta en un 60% en ambos suelos.

(Ahmad, Akhtar, Zahir, & Mitter, 2015), realizaron un experimento con dos
cereales (trigo y maiz), utilizaron dos enmiendas organicas (compost y lodo de biogas)
en Pakistan, con el objetivo de estabilizar, extraer y aliviar los efectos adversos en el
crecimiento de los cereales afectados por cadmio. Prepararon enmiendas organicas
junto con cuatro niveles de Cd?* (0, 5, 20, 50 mg kg-1 suelo) con tierra. EI compost
redujo significativamente la absorcion de Cd?* en trigo y maiz, también aumentaron la

biomasa seca; sin embargo, aumento la translocacion de Cd?* en las plantas.

(Chandra Shaha, Kashem, & Towhid Osman, 2012), mencionan que realizaron
un experimento para investigar el efecto de la cal y el estiércol de corral sobre la
concentracion de cadmio en las espinacas con agua. Se cultivd en suelos contaminados

con 5 mg Cd Kg-1 con cal (L) y abono de corral (M). Los tratamientos consistieron en:
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Control, cuatro niveles de L (5, 10, 15y 20 t ha-1), M (5, 10, 15y 20 t ha-1) y sus
combinaciones (5 + 5, 10 + 10, 15 + 15 y 20 + 20 t ha-1). La adicion de cal al suelo
disminuyd la concentracion de Cd tanto en el tallo como en la raiz de la espinaca con
agua. La concentracién de cadmio disminuyé en 72, 15 y 66% sobre el control en brotes
y 82.28 y 76% en las raices correspondientemente con la tasa mas alta de cal (20 t ha-
1), estiércol (20 t ha-1) y combinaciones de cal y estiércol (20 t ha-1 + 20 t ha-1.

(Chupillon Cubas, 2017), menciona que en plantones de cacao, con los
genotipos que los IMC-67 y POUND-12, han tenido baja capacidad de absorcion de
metales pesados, seguido del Cacao comdn.



CAPITULO I
MATERIAL Y METODOS

2.1. Tipo y nivel de investigacion
2.1.1. Tipo de investigacion.
El tipo de investigacion del proyecto, es de tipo aplicativa, ya que busca
solucionar el problema principal del contaminante cadmio y evaluar el efecto de la

aplicacion de las enmiendas célcicas y organicas en plantones de cacao.

2.1.2. Nivel de investigacion.

El nivel de investigacion del proyecto, es de tipo explicativa, ya que describe las
posibles soluciones del problema principal, a través de los disefios experimentales que
consistieron en la aplicacion de enmiendas calcicas y organicas en la absorcion de

cadmio en los plantones de cacao.

2.2. Disefio de investigacion.

El disefio aplicado fue Parcelas Divididas. Siendo las Parcelas principales las
enmiendas calcicas (Dolomita e Hidroxido de Calcio), el contaminante Cadmio fue la sub
parcela (Con Cadmio y Sin Cadmio), finalmente las enmiendas organicas (Guano de Isla,
Gallinaza, Compost) fueron las siguientes subparcelas; con 5 repeticiones por tratamiento.

El esquema del disefio experimental es presentado en la Tabla 2.

a) Tratamientos en estudio:

Parcelas Principales (Enmiendas célcicas)
Parcela A: Dolomita
Parcela B: Hidroxido de Calcio

Sub Parcelas I: Contaminante
e CC: Con Cadmio
e SC: Sin Cadmio



Tabla 2

T3: Compost (céscara de cacao).

Tratamientos en estudio
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Sub parcela 11: Enmiendas Orgénicas
T1: Gallinaza
T2: Guano de Isla

N° Cadigo Descripcion

1 AxCC Testigo 1(Dolomita + Cadmio)

2 AXCCxT1 Dolomita + cadmio + gallinaza

3 AXCCxT2 Dolomita + cadmio + guano de isla
4 AXCCxT3 Dolomita + cadmio + compost

5 AXxSC Testigo 2 (Dolomita sin cadmio)
6 AxSCxT1 Dolomita + gallinaza

7 AXSCxT2 Dolomita + guano de isla

8 AXSCxT3 Dolomita + compost

9 BxCC Testigo 3 (H. de calcio + cadmio)
10 BxCCxT1 H. de calcio + cadmio + gallinaza
11 BxCCxT2 H. de calcio + cadmio + guano de isla
12 BxCCxT3 H. de calcio + cadmio + compost
13 B xSC Testigo 4 (H. de calcio sin cadmio)
14 BxSCxT1 H. de calcio + gallinaza

15 BxSCxT2 H. de calcio + guano de isla

16 BxSCxT3 H. de calcio + compost

El analisis estadistico.

Los resultados fueron analizados por ANOVA; para la comparacién de medias se aplico

el Test de Tukey a un nivel de significancia de 0.05 usando el software estadistico R, con

la finalidad de determinar si existe diferencias significativas entre los valores de los

resultados obtenidos.

2.2.1. Area de estudio

El presente trabajo de investigacion, se llevd acabo en el vivero de la estacion

experimental Juan Bernito - Instituto de Cultivos Tropicales (I.C.T), aproximadamente

a 2.5 Km del distrito de la banda de Shilcayo, donde se consider6 4 camas almacigueras

de 5 m por 1 m de ancho, estas ultimas fueron las subparcelas del experimento.
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Ubicacion politica y geogréafica

a)  Ubicacion politica

Region : San Martin
Provincia : San Martin
Distrito : Banda de Shilcayo
Sector : Laguna Venecia

b)  Ubicacion geogréfica

Longitud Oeste 2 76° 00’ 18”7
Latitud Sur 1 06°30° 287
Altitud : 333 m.s.n.m.

2.3. Poblacion y muestra

Poblacién: Plantones de Cacao (Theobroma cacao L.) del clon CCN-51, la seleccion de
semillas fue de las estaciones experimentales Choclino y Juan Bernito - ICT, bajo las

condiciones ambientales de la Zona, seleccionando aproximadamente 5 mazorcas.

Muestra: Fueron 80 plantones de cacao (Theobroma cacao L.) del clon CCN-51.

Conduccion del experimento:

Obtencion de las semillas.

Para obtener las semillas, se recolectaron mazorcas de cacao del clon CCN-51, de la
estacion experimental Juan Bernito y Choclino, del Instituto de Cultivos Tropicales
(I.C.T). Después de seleccionar las mejores mazorcas, se quebraron con un machete sin
filo para no cortar las semillas, la seleccion de las mismas fue del tercio medio de la

mazorca, finalizando con el retiro del mucilago con aserrin.

Desinfeccién de las semillas: Después de la separacion del mucilago, se aplicé fungicida

Homai, a una dosis de 1g kg de semilla.
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Instalacion de la cama pre germinadora: Las camas fueron compuestas de una capa
gruesa de aserrin himedo, luego se acondiciond las semillas (Ver, fig. 1), finalmente se tap6 con
hojas de platano con una fina capa de aserrin seco para mantener una temperatura

adecuada y facilitar la germinacion, en un periodo de 5 dias aproximadamente.

Figura 1.Cama pre germinadora y semilla de cacao con la ridicula
diferenciada.

2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

La recoleccién de datos, fue a través de fuentes primarias, que consistié en la
observacion y evaluacion de los plantones de Cacao. La toma de datos fue en diferentes

fases que se mencionan a continuacion:

Fase de Vivero: Toma de datos de medidas biométricas de los 80 plantones de cacao.

Fase de Laboratorio: Se tomo datos del peso fresco y seco de la parte aérea y radicular de
los plantones de cacao; con respecto al contenido de cadmio total de las diferentes partes
vegetales (hojas, tallos y raices), los datos fueron las lecturas de absorbancia mediante el
espectrofotometro de absorcion atomica. Los datos secundarios (Fundamento tedrico), se

obtuvieron a través de articulos citados.

Parametros biométricos evaluados (variables) fueron los siguientes:

Altura: Se tomé datos en situ, de los 80 plantones de cacao, que consistio en medir con
una regla de 50 cm, desde la base del tallo hasta la tltima yema terminal.
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Figura 2. Plantén de cacao, con
las bases establecidas para tomar
las medidas de altura.

Diametro: Se tomaron datos de los 80 plantones de cacao, que consistié en medir con un

vernier automatico, aproximadamente a 5 cm desde la base del tallo.

Materia seca (Tallo-hojas-ramas y raiz): Para determinar la materia seca, se tomaron
datos del peso fresco y seco de los 80 plantones de cacao utilizando una balanza

electronica.

Contenido de cadmio (parte aérea y radicular): Los datos se tomaron de las lecturas de
absorbancia, que se obtuvieron del espectrofotometro de absorcion atomica VARIAN,

después del proceso de digestion.

2.5. Materiales y métodos
2.5.1. Materiales.

Material vegetal

Semillas de cacao del clon CCN-51 (Theobroma cacao L.)

Equipos

e Estufa marca (memmert)

e Espectrofotometro de absorcion atdémica (VARIAN- 55B)

e Espectrofotometro de absorcion molecular (THERMO SCIENTIFIC modelo
SPECTRONIC 20 D+).

¢ Bloque Digestor



Molino

Balanza analitica
Balanza gravimétrica
Mufla

Reactivos

Acido Nitrico

Acido Sulfarico
Acido Clorhidrico
Sulfato Ferroso
Bicarbonato de Sodio
Trioxido de Lantano
Cloruro de Potasio
Hidroxido de Sodio
Super floc

E.D.T.A

Cloruro de cadmio (CdCly)

Acido Perclorico

Insumos: Abonos Organicos

Gallinaza
Compost

Guano de Isla

Insumos: Material encalante

Dolomita

Hidroxido de calcio

Materiales de laboratorio

Guantes

Matraces

Fiolas (50, 500 ml)
Picetas

Pipetas

25
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e Tubos de ensayo

e Gradillas

e Vaso de precipitacion

e Tubos falcon

e Jarra de plastico (600 ml)
e Embudo

Materiales de gabinete
e Ficha de evaluacion
o Lépiz

e Céamara fotografica

Materiales de Campo
e Regla de aluminio de 50 cm
e Vernier automatico
e Balanza electronica

e Maceteros (baldes).

2.5.2. Métodos
Consistieron en la aplicacion de fuentes encalantes (dolomita e hidroxido de
calcio), enmiendas orgéanicas (guano de isla, gallinaza, compost) y el contaminante

cadmio al sustrato para finalmente realizar la siembra.

Fase de vivero

Preparacion del sustrato para el experimento

Para la preparacion del sustrato se utilizaron tierra agricola y arena a una proporcion de
3:1. Después de la mezcla, se saco una pequefia muestra para el analisis fisico y quimico,
finalmente se llené 80 macetas con aproximadamente 5 kg cada uno y se ordenaron en las

camas almacigueras.
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Figura 3. A. Muestra del sustrato, para el analisis. B. Macetas ordenadas
en el vivero.

Para el analisis del sustrato, se utilizaron las metodologias de analisis descritas por
(Anderson & Ingram, 1993) y (EMBRAPA., 2011). Los resultados del sustrato son

presentados en la Tabla 3 (Anexos).

Preparacion del contaminante.

La preparacion del contaminante fue con cloruro de cadmio (CdCl,), de estructura
cristalina, la solucion fue preparada a una concentracion de 5000 ppm vy se pesé 10.20 g
kg™ de cloruro de cadmio, finalmente se diluyd con agua destilada en una fiola de 2 L.

Figura 4, Solucién
concentrada de cadmio a
5000 ppm

Mezcla del sustrato con Cadmio.

El sustrato fue dispuesto en bandejas de plastico, con el fin de lograr una mezcla
homogénea del metal pesado con el sustrato, se agregd una solucion de 500 ml diluido a
partir de la solucion concentrada, con el objetivo de obtener una concentracion en el suelo
de 25 ppm de cadmio. Donde se extrajo 2.5 ml de la solucién concentrada de 5000 ppm.
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Figura 5. Aplicacion de cadmio al sustrato

Aplicacion de las Fuentes encalantes

La formulacion para la aplicacion de calcio fue a base de 6 cmol (+) kg™. Para la
dosificacion se tomd los datos del analisis del sustrato, necesitando solo 2.90 cmol (+) kg™
de calcio. Para el caso de la enmienda célcica dolomita se aplico 15 g por balde, para
hidréxido de calcio se aplicé 8 g por balde. Finalmente, el sustrato ya mezclado con las
enmiendas calcicas, paso a un periodo de estabilizacién y encubacion por 15 dias,

manteniendo la mezcla a capacidad de campo.

Figura 6. Aplicacion de dolomita e hidréxido
de calcio.
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Aplicacion de enmiendas organicas

Se utilizaron tres compuestos orgéanicos: Guano de isla (T1), gallinaza (T2) y
compost (T3), las enmiendas se mezclaron con el sustrato segin los tratamientos
indicados, dejando reposar por una semana con un riego constante. Para la dosis se tomo

en cuenta los datos quimicos del sustrato y las enmiendas orgéanicas.

—

Figura 7. Aplicacion de compost al
sustrato

La formulacion para la aplicacion de enmiendas organicas para plantones de cacao
en condiciones controladas fue: 360 ppm Nitrégeno - 400 ppm Fdésforo -150 ppm

Potasio — 6 cmol (+) kg™ de Calcio.

Aplicacion:

122 gramos de gallinaza por planta

47.8 gramos de guano de isla por planta

634 gramos de compost de cascara de cacao por planta.

La dosificacion fue a base del fosforo (P)

Analisis de las enmiendas organicas y calcicas.

Se analizaron todos los compuestos organicos y calcicos, determinando macronutrientes
como: N, P, Ky Cd?". Para el proceso de digestion de las enmiendas organicas y calcicas,
se utilizaron 8 ml de la relacién Acido nitrico: Acido Clorhidrico (3:1). Para el caso del
Nitrogeno, la digestion fue con Acido Sulfurico, utilizando el método de Kjeldhal. Para la
lectura del P, se utilizé el espectrofotometro de absorcion molecular y las lecturas de Cd?*

fue con el espectrofotometro de absorcion atdmica (EAA-VARIAN).



Tabla 4

Analisis quimico de las enmiendas calcicas y organicas
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Enmiendas orgdnicas M.O (%) N (%) P20s (%) K20 (%) Cd (ppm)
Gallinaza 41.11 3 3.96 3.328 <10
Guano de isla 9.80 10.14 10.12 2.3 <10
Compost 30.34 0.7 0.76 0.992 <10
Enmiendas célcicas Cantidad (%)

Dolomita 29 CaCOs 20.71 Mg <10
Hidroxido de calcio 55 Ca (OH) - <10

Nota: Laboratorio de fertilizantes ICT, 2017.

Siembra de las semillas de cacao clon CCN-51

La siembra se realizaron, en baldes de aproximadamente 5 kg cada uno y se

tomaron aquellas semillas que tenian la radicula diferenciada. Las evaluaciones

comenzaron a los 30 dias después de la siembra cuando los plantones presentaban hojas

maduras y fueron realizadas cada 15 dias, durante tres meses.

Figura 8. Siembra de las
semillas de cacao
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Figura 9. Evaluaciones biométricas de los plantones de cacao

Fase de Laboratorio
Analisis de tejido foliar

Después de tres meses de evaluacion en la fase de vivero, se sacrificaron todos los
plantones de cacao, separando la parte aérea y radicular; luego fueron desinfectadas en una
solucion de HCI al 0,5% por 30 seg, finalmente las partes vegetales se colocaron en sobres
de manila para ser secadas en la estufa a 60°C. Después de una semana de secado, se
pesaron la parte aérea y radicular para calcular la materia seca; después se trituraron en un
molino y pasadas por un tamiz de 20 mm, finalmente fueron almacenadas para su posterior

analisis.

Después de triturar todas las partes vegetales, se pesaron en un tubo digestor 0.40 a
0.50 g, se adiciond 8 ml de acido nitrico y se llevaron al bloque digestor por un periodo de
10 horas aproximadamente a 130 °C; después del proceso de digestion, cada muestra fue
diluida en una fiola de 50 ml con agua destilada. EI metal pesado (Cd?*) fue analizado en

el espectrofotometro de absorcion atdmica (EAA) Varian
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Figura 12. Separacidn de la parte aérea y radicular de los plantones de cacao
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D

Figura 13.

Figura 14. Peso fresco aéreo-radicular y secado de las muestras en la estufa a 60°.
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Figura 16. Trituracion de muestras
secas (hojas, tallos y raices).

Figura 17. Proceso de digestion de las muestras foliares y radiculares

Figura 18. Dilucion con agua destilada de las muestras foliares y radiculares



CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Altura de plantones de cacao
En la Tabla 5, se presenta el analisis de varianza aplicada a la variable altura de los

plantones de cacao. El andlisis de las parcelas, no se encontraron diferencias significativas.

El analisis de la sub parcela, muestra que la variable tratamiento (enmiendas
organicas), fue altamente significativas y tuvieron efectos diferentes sobre el crecimiento
de los plantones.

Por otra parte, la interaccion parcela (enmiendas calcicas) con cadmio fueron
significativas estadisticamente, mostrando efectos diferentes entre hidroxido de calcio y
dolomita sobre la variable altura. Las demas interacciones no tuvieron diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla s

ANVA de altura de los plantones de cacao

Fuente de variabilidad G.L Suma Media F.valor Pr(>F)
Analisis de Parcelas

Repeticion 4 7.056 7.056

Enmiendas calcicas 1 0.03 0.03 0.01 0.9218 N.S
Error (Enmiendas célcicas) 4 10.56  10.56

Analisis de Subparcelas
Tratamientos (Enmiendas organicas) b) 3 106.39 3546 10.511 1.98E-05 **
Error (Trat) 24 260.22 86.74

Tratamiento x Enmiendas célcicas 3 26.53 8.84 2.621 0.0614 N.S
Error (Cadmio) 1 341.3 3413

Enmiendas céalcicas x Cadmio 1 13.97 13.97 4.141 0.0474 *
Cadmio x tratamiento (a x b) 3 26.53 8.84 2.621 0.0614 N.S
E. célcicas x Tratamiento x Cadmio 3 22.17 7.39 2.19 0.1013 N.S
Error (residual) 32 161.94 3.37

Total 79

Nota: Significancia (**) al 5% con el test F. N.S: No significativa
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Los resultados de la variable altura con aplicaciébn de enmiendas calcicas,
enmiendas orgénicas y cadmio en plantones de cacao, son presentados en la Tabla 6 y
Figura 18.

Se observa que el tratamiento guano de isla destacd con una media de 29.96 cm de
altura, seguida del tratamiento gallinaza con 29.34 cm. Estos se diferencian
significativamente del testigo (sin enmienda orgénica) y compost, con alturas menores de
25.62 cm y 24.80 cm, respectivamente. Al adicionar enmiendas orgénicas al sustrato,
aumentaron la disponibilidad de los macronutrientes principales, como nitrégeno, fésforo
y potasio; debido a su composicion quimica (Ver tabla 21). La aplicacién de Guano de Isla
al sustrato aumento la disponibilidad de los elementos esenciales, especialmente nitrégeno
de 0.06% a 0.29% con guano de isla siendo aprovechados por los plantones de cacao. En la
etapa inicial (vivero), los plantones de cacao requieren mucho nitrégeno, siendo un
elemento indispensable y vital para el crecimiento, formacion de carbohidratos, proteinas,

clorofila y fotosintesis (Potash, 1997)

El crecimiento no solo depende de la disponibilidad de los elementos quimicos
presentes en el suelo, si no también de los factores ambientales como luz, temperatura y
humedad relativa (De Almeida & Valle, 2008)

(Cuvi Ramirez, Rodriguez Guerra, Carrera, Asanza, & Soria Rea, 2012), aplicaron
compost y estiercol en plantones de cacao, obtuviendo alturas de 34 a 35 cm en un periodo
de 120 dds. Estos promedios de alturas superan a lo obtenido; en nuestro caso con la
aplicién de guano de isla se llegd a una altura maxima de 29.96 cm. Estas diferencias,
dependen del tipo de cultivo, enmiendas organicas, propiedades fisicas, quimicas de suelo

y vegetal.

Tabla 6

Tukey aplicado a la variable altura, con aplicacion de enmiendas organicas.

Tratamientos Media (cm) Significancia
Guano de isla 29.96 a
Gallinaza 29.11 a
Compost 25.62 b
Control 24.80 c
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Figura 19. Altura de plantones de cacao evaluadas hasta los 120 dds con aplicacion de enmiendas organicas.

En la Tabla 7 y Figura 19, se presenta la comparacion de medias de la variable
altura en plantones de cacao con aplicacion de enmiendas calcicas (dolomita e hidroxido
de calcio). Se observa que la enmienda célcica dolomita, destaca con una media de 29.96
cm, seguida de hidroxido de calcio con una media de 29.15 cm, estos se diferencian
significativamente de los tratamientos que se contaminé con cadmio, mostrando alturas

inferiores de 26.11 cmy 24.02 cm.

En el grafico 19, referente a la variable altura, la enmienda célcica dolomita, supera
a Hidroxido de Calcio con 0.85 cm de diferencia. La funcion especifica de las enmiendas
calcicas es neutralizar la acidez, causadas por iones de aluminio, fierro, manganeso e
hidrogeno. El efecto de dolomita CaMg(COs)2 aplicado al sustrato, consistio en el
reemplazar el cadmio que se encuentra adherido al coloide por iones de calcio 0 magnesio,
de esta manera el cadmio se hidroliza y se precipita. Estas reacciones dependen de las
propiedades fisicas de las enmiendes célcicas y de la humedad del suelo (Demanet Filippi,
2017).

El cadmio interfiere en la entrada, transporte y funcion de elementos esenciales (N-
NOs, Ca?*, Mg?*, P y K*) y del agua, provocando desequilibrios nutricionales e hidricos
(Singh y Tewari, 2003). ElI cadmio inhibe especificamente la actividad del nitrato

reductasa en tallos (Gouia, Ghorbal, & Meyer, 2000). El efecto beneficio de la dolomita es



38

que esta compuesta de 6xidos de calcio y magnesio, provocando una sinergia de los iones

presentes en el suelo.

(Juarez Contreras, 2015), menciona que aplic6 dolomita mas enmienda organica
guano de isla, obteniendo alturas maximas de 77 cm en el cultivo Setaria sphacelata
(especie forrajera).

En las Figuras 18 y 19, se observa que las enmiendas organicas (gallinaza, guano
de isla, compost) y calcicas, se obtuvieron similar respuesta y no se encontraron

diferencias significativas

Tabla 7
Tukey aplicado a la variable altura, con enmiendas calcicas y cadmio.

Tratamientos Media Significancia
Dolomita sin cadmio 29.96 a
Hidroxido de calcio sin cadmio 29.15

a
Dolomita con cadmio 26.11 b
Hidroxido de calcio con cadmio 24.02 c
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Figura 20. Altura de los plantones de cacao con la aplicacion de enmiendas calcicas y cadmio.

3.2. Diametro de tallos de los plantones de cacao

En la Tabla 8, se presenta el andlisis de varianza para el diametro de tallos en
plantones de cacao. Se observa que el analisis de las parcelas no fueron significativas. El
andlisis de la sub parcelas, se observa que la variable tratamiento (enmiendas organicas),
existe diferencias estadisticas significativas. Las enmiendas organicas (gallinaza, guano de
isla y compost), mostraron efectos diferentes en el diametro de tallos de los plantones de

Ccacao.

La interaccion de enmiendas organicas mas enmiendas calcicas, fueron altamente
significativas estadisticamente, mostrando efectos diferentes entre gallinaza, guano de isla,
compost, dolomita e hidroxido de calcio. A su vez, la interaccidn de tratamientos
(enmiendas organicas) mas cadmio, fueron altamente significativas, existiendo diferentes
entre gallinaza, guano de isla, compost y cadmio sobre la variable estudiada. Las demas

interacciones no fueron estadisticamente significativas.
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Tabla 8
ANVA para didmetros de tallos de los plantones de cacao

Fuente de variabilidad G.L Suma Media F.valor Pr(>F)
Anélisis de Parcelas

Repeticion 4 0.0459 0.0459

Enmiendas célcicas 1 0.289 0.2889 3.041 0.08759 NS
Error (Parcela) 4 0.5611 0.5611

Analisis de Subparcelas

Tratamiento (enmiendas organicas) 3 1.159 0.3863 4.066 1.19E-02 *
Error (Trat.) 24 3.89 1.2968

E. Organicas x Enmiendas célcicas 3 1.714 0.5714 6.014 0.00146  **
Error (Cadmio) 1 0.137  0.137

Enmiendas célcicas x Cadmio 1 0.002 0.0025 0.026 0.87228 NS
Enmiendas organicas x Cadmio 3 1425 0475 5 0.00425 **
E. célcicas x E. organicas x cadmio 3 0.409 0.1364 1.436 0.24395 NS
Error (residual) 32 4.56 0.095

Total 79

Nota: Significancia (**) al 5% con el test F. N.S: No Significativa

Los resultados de los diametros de tallos con aplicacion de enmiendas organicas y
cadmio en plantones de cacao, son presentados en la Tabla 9 y Figura 20. Se encontraron

diferencias estadisticas significativas sobre la variable estudiada.

A su vez, en la Tabla 9, se observa que el tratamiento guano de isla sin cadmio,
destaca con una media de 6.65 mm, superando a los tratamientos que fueron contaminados
con cadmio, diferenciandose significativamente del tratamiento control (sin enmienda

organica), habiendo alcanzado una media de 5.69 mm respectivamente.

Debido al incremento de los macronutrientes principalmente del nitrogeno,
aumentando su contenido y disponibilidad en el sustrato con la aplicacion de enmiendas
organicas, este elemento es imprescindible en el crecimiento y desarrollo de tallos, la
adicién de guano de isla aumentd el contenido de macronutrientes en el sustrato (Ver,
Tabla 21).

Las enmiendas organicas, al descomponerse a través de diferentes factores
(biolégicos, ambientales y antropogénicos) aportan nutrientes dando vida al suelo, ademas
aumentan la poblacién de microorganismos benéficos, como hongos endomicorrizicos

arbusculares y bacterias; esta poblacion microbiana mejora las caracteristicas fisicas,
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quimicas del suelo, como aireacion, estructura 'y CIC, factores que dardn como resultado la
disponibilidad, proporcionando la mayor parte de los elementos esenciales vy
aprovechamiento (Jaramillo, Escobar, & Romero, 2016). Las enmiendas organicas,
minimizan el efecto toxico del contaminante, por la formacion de compuestos organicos

(fitoquelatinas, metalotioneinas), a través del proceso de humificacion y acidos organicos.

En especies forrajeras (Setaria sphacelata - graminia originaria de Africa Tropical),
encontraron que aplicando dolomita y guano de isla, el didmetro de tallos Ileg6 a los 1220
mm, en un periodo de 90 dias (Juarez Contreras, 2015). Estos promedios de didametros de
tallos superan a lo obtenido, en nuestro caso con guano de isla se obtuvieron valores

méaximos de 6.69 mm.

Tabla 9
Tukey aplicado a diametro de tallos, con enmiendas organicas.

Tratamientos Media (mm) Significancia
G. de isla sin cadmio 6.65 a
Gallinaza sin cadmio 6.20 ab
Compost sin cadmio 6.07 abc
Control sin cadmio 5.98 bc
Guano de isla + cadmio 5.91 bc
Gallinaza + cadmio 5.72 bc
Compost + cadmio 5.69 bc

Control + cadmio 5.49 bc
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Figura 21. Diametros de tallos de los plantones de cacao E. organicas y cadmio

Los resultados de los diametros de tallos, con aplicacion de enmiendas célcicas,

organicas en plantones de cacao, son presentados en la Tabla 10 y Figura 21.

En la Figura 21, se observa que la enmienda calcica Dolomita fue superior a
Hidroxido de calcio con un 7%, mostrando diferencias significativas, debido a su
composicion quimica (Ver, Tabla 3). Respecto a las enmiendas organicas, el tratamiento
guano de isla, destaca con una media de 6.69 mm siendo superior al tratamiento gallinaza
con 6.27 mm, diferencidndose significativamente del testigo (Ver, Tabla 10). El desarrollo
y crecimiento de los plantones de cacao, depende de la disponibilidad de los elementos en
el sustrato (Ver, Tabla 21). Las enmiendas calcicas, son fuentes carbonatadas de calcio y
magnesio, el efecto en el suelo, es la disponibilidad de los cationes cambiables y ademas

permite elevar el pH. (Demanet Filippi, 2017).

En el cultivo de café se encontraron resultados favorables con la aplicacién de
guano de isla con una dosis creciente de nitrégeno, el diametro de tallos alcanzé los 3 cm,
en un periodo de 120 dds (Borjas, 2008). Segun (Cuvi Ramirez, Rodriguez Guerra,
Carrera, Asanza, & Soria Rea, 2012), mencionan que al aplicar compost o estiercol en

plantones de cacao, se obtienen didmetros de tallos de 8.72 mm, en un periodo de 120 dds.
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Tabla 10
Tukey aplicado a diametros de tallos, con enmiendas calcicas y organicas.

Tratamientos Media (mm) Significancia
Dolomita + G. de isla 6.69 a
Hidroxido de calcio + G. de isla 6.27 ab
Dolomita + gallinaza 6.03 bc
Hidrdxido de calcio + gallinaza 6.01 bc
Dolomita + compost 5.76 c
Dolomita 5.66 C
Hidroxido de calcio + Compost 5.65 C
Hidroxido de calcio 5.64 C
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Figura 22. Diametro de tallos de los plantones de cacao con E. organicas y enmiendas calcicas

3.3. Materia seca (parte aérea) de los plantones de cacao.

En la Tabla 11, se presenta el analisis de varianza aplicada a materia seca parte aérea
de los plantones de cacao. Se observa el analisis de la parcela (enmiendas calcicas),
encontrando diferencias estadisticas significativas. Las enmiendas calcicas (dolomita e

hidroxido de calcio), tuvieron efectos diferentes sobre la materia seca aérea.

El analisis de la Subparcela, indica que la variable tratamiento (enmiendas organicas),
se encontraron diferencias estadisticas significativas. Las enmiendas organicas (gallinaza,
guano de isla y compost), mostraron efectos diferentes sobre materia seca; por otra parte la
interacciobn de enmiendas organicas mas enmiendas calcicas fueron altamente

significativas estadisticamente, mostrando efectos diferentes entre gallinaza, guano de isla,
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compost, dolomita e hidroxido de calcio sobre la variable estudiada. La interaccion, de
enmiendas organicas, enmiendas calcicas mas cadmio, fueron significativas
estadisticamente, mostrando efectos diferentes entre gallinaza, guano de isla, dolomita e

hidréxido de calcio sobre materia seca (parte aérea).

Tabla 11
ANVA de materia seca parte aérea de los plantones de cacao

Fuente de variabilidad G.L Suma Media F.valor Pr(>F)
Anélisis de Parcelas
Repeticion 4 2.186 2.186
Enmiendas célcicas 1 7.76 7.76 5.501 0.023186 *
Error (Parcela) 4 4401 44.01
Analisis de Subparcelas
Tratamiento (Enmienda Orgénica) 3 17.64 5.88 44166 0.010594 =*
Error (Trat) 24 9291 30.97
E. Orgénica x E. calcica 35.32 11.77 8.344 0.000144 **

3
Error (Cadmio) 1 1137.7 1137.7

E. célcica x Cadmio 1 22.3 22.3 15.797  0.000236 **
E. Organica x Cadmio 3 59.76  19.92 14112 <0.00001 **
E. calcica x E. organica x cadmio 3 12.62 4.21 2.98 0.040514 *
Error (residuos) 32 67.75 1.41

Total 79

Nota: Significancia (**) al 5% con el test F.

Los resultados de materia seca parte aérea, con aplicacion de Hidréxido de calcio
mas enmiendas organicas y cadmio en plantones de cacao, son presentados en la Tabla 12
y Figura 22.

El andlisis de las parcelas principales (Enmiendas calcicas), se muestra que
Dolomita fue diferente estadisticamente respecto a Hidréxido de calcio, debido a sus
propiedades quimicas como calcio y magnesio, estos iones reaccionan al contacto con el

agua y el sustrato e interfieren en las propiedades fisica y quimicas.

En la Figura 22, se observa que la enmienda organica guano de isla, destaca con una
media de 15.94 g sin la aplicacion de cadmio; seguida de gallinaza con 15.08 g; estos
tratamientos se diferencian significativamente del tratamiento compost y control con 14.56
gy 11.08 g respectivamente. Sin embargo, al aplicar cadmio disminuyo6 significativamente

el peso seco aéreo.
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Las enmiendas orgénicas, tienen la capacidad de disminuir el efecto toxico del
metal por sus propiedades humicas y &cidos organicos; este efecto aumenta la
disponibilidad de los iones que se encuentran en la solucion suelo y son absorbidos
facilmente por las plantas. Este efecto depende de las propiedades quimicas (Ver, Tabla
21) y fisicas de las enmiendas organicas, caracteristicas del metal, caracteristicas de
resistencia y tolerancia de las plantas, propiedades fisicas y quimicas del suelo
(Azpilicueta, Pena, & Callego, 2010).

Es por ello, que los tratamientos contaminados con cadmio, tienen una menor
altura, pobre crecimiento de raices y poca biomasa, debido al gasto de energia necesaria
que utilizan para minimizar el efecto toxico del metal (Llugany, Tolra, Poschnrieder, &
Barcelo, 2007).

(Bautista-Zamora, Chavarro-Rodriguez, Caceres-Zambrano, & Buitrago-Mora,
2017), mencionan que aplicando compuestos organicos como compost y lombricompost en
el cultivo de frejol, obtuvieron un contenido de materia seca mayor de 20g en un periodo
de 56 dias.

(Juarez Contreras, 2015), menciona que, aplicando enmiendas calcicas y guano de
isla, obtuvo un contenido de materia seca de 15tn/ha, en el cultivo de (Setaria sphacelata),

originaria de Africa Tropical).

Tabla 12
Tukey aplicado a M. seca aérea, con enmiendas organicas, calcicasy cadmio.

Tratamientos Media (g) Significancia
Hidroxido de calcio + Guano de isla 15.94 a
Hidroxido de calcio + Gallinaza 15.08 b
Hidroxido de calcio + Compost 14.56 b
Hidroxido 11.08 c
Hidroxido de calcio + Guano de isla + cadmio 10.58 c
Hidroxido de calcio+ Gallinaza + cadmio 9.62 d
Hidroxido de calcio+ Compost + cadmio 8.36 e
Hidroxido de calcio + Cadmio 5.00 f
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Figura 23. M. seca aérea de los plantones de cacao con la aplicacion de E. organicas, dolomita y cadmio.

Los resultados de materia seca parte aérea, con aplicacién de enmiendas organicas,

Dolomita y cadmio en plantones de cacao, son presentados en la Tabla 13 y Figura 23.

El analisis de la parcela principal (Enmiendas calcicas) son presentadas en la Tabla
13, se observa que la enmienda calcica Dolomita fue superior a Hidroxido de calcio con un
38%, mostrando diferencias significativas, debido a su composicidén quimica de carbonatos
de calcio y magnesio. Respecto a las subparcelas, el tratamiento Guano de Isla, es superior
con una media de 25.76 g, seguida del tratamiento gallinaza con 17.78 g y compost con
16.36 g, diferenciandose significativamente del control con 13.14 g, los compuestos
organicos contienen macro y micronutrientes esenciales para la planta, siendo guano de
isla con un contenido alto tal como se refiere en la Tabla 4. El contaminante cadmio afecto

el peso seco aéreo, por su efecto tdxico.

En algunos casos cadmio queda retenido en las raices o es translocado a la parte
aérea junto a otros elementos, hasta la fecha no se sabe si cumple alguna funcion
especifica dentro de la planta. (Fortis, y otros, 2009), mencionan que en el cultivo de maiz
para forraje, con aplicacion de abonos organicos se obtuvieron resultados de 28.58% de

materia seca.
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(Cuevas & Walter, 2004), mencionan que en el cultivo de maiz con aplicacién de
cal agricola y abonos orgéanicos se obtuvieron 37.53 g y 14.78 g de materia seca en la parte
aerea; (Borjas, 2008), menciona que en el cultivo de Café con la aplicacion de guano de

isla se obtuvieron 3.15 g de materia seca por planta, en un periodo de 120 dias.

Tabla 13
Tukey aplicado a M. seca aérea, con hidroxido de calcio, E. organicas y cadmio.

Tratamientos Media (g) Significancia
Dolomita + Guano de isla 25.76 a
Dolomita + Gallinaza 17.78 b
Dolomita + Compost 16.36 C
Dolomita 13.14 d
Dolomita + G. de isla + cadmio 9.52 e
Dolomita + Gallinaza + cadmio 8.90 f
Dolomita + Compost + cadmio 6.42 g
Dolomita + cadmio 5.20 h
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Figura 24. M. seca aérea, de los plantones de cacao con E. organicas, H. de calcio y cadmio.

3.4. Materia seca radicular de plantones de cacao.
En la Tabla 14, se presenta el analisis de varianza aplicada a materia seca radicular de
los plantones de cacao. En el analisis de la parcela (enmiendas calcicas), existen

diferencias estadisticas altamente significativas.

El analisis de la subparcela, donde la variable tratamiento (enmiendas organicas), se
encontraron diferencias altamente significativas. Las enmiendas orgéanicas (gallinaza,
guano de isla y compost), tuvieron efectos diferentes sobre la materia seca radicular de los
plantones de cacao. Por otra parte, la interaccion de enmiendas célcicas mas cadmio,
fueron significativas estadisticamente, mostrando efectos diferentes entre dolomita e
hidroxido de calcio sobre la materia seca. La interaccién de enmiendas organicas mas
cadmio, fue altamente significativa estadisticamente. Las enmiendas organicas, mostraron
efectos diferentes sobre la variable. La interaccidén, de enmiendas organicas y calcicas
sobre cadmio, fueron altamente significativas estadisticamente, mostrando efectos
diferentes entre gallinaza, guano de isla, dolomita e hidréxido de calcio sobre la materia

seca radicular.
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Tabla 14
ANVA de Materia seca radicular de los plantones de cacao

Fuente de variabilidad G.L Suma Media F.valor Pr(>F)
Anélisis de Parcelas
Repeticion 4 228  2.28
Enmiendas célcicas 1 56.7 56.7 119.721 1.23E-14 **
Error (Parcela) 4 173.6 173.6
Analisis de Subparcelas
Tratamiento (E. organicas) 3 14.7 4.9 10.345 2.30E-05 **
Error (Trat) 24 18.01 6.004

E. Organicas x E. célcicas 3 1.05 0.35 0.737 053495 N.S
Error (Cadmio) 1 59.7 59.7

E. célcicas x Cadmio 1 3.09 3.09 6.516  0.01392  *
E. Orgéanicas x Cadmio 3 13.26 4.42 9.335 5.70E-05 **
E. célcicas x E. organicas x cadmio 3 13.39  4.46 9.425 5.25E-05 **
Error (residuos) 32 22.73  0.47

Total 79

Nota: Significancia (**) al 5% con el test F

Los resultados de materia seca parte radicular, con aplicacion de hidroxido de calcio
mas enmiendas organicas y cadmio en plantones de cacao, son presentados en la Tabla 15

y Figura 24.

La interaccion de Hidroxido de calcio mas guano de isla destaca con una media de
8.70 g de materia seca radicular sin la aplicacion de cadmio; seguida de gallinaza con 8.40
g y compost con 6.94 g, diferenciandose significativamente del control con 6.82 ¢
respectivamente. Hidroxido de calcio, es muy reactiva en el suelo y violenta, de esta
manera el pH del sustrato fue superior, siendo no muy 6ptimo para el desarrollo de los
plantones, es por ello que el crecimiento fue limitado, afectando las raices por lo tanto el
peso seco fue bajo. EIl cadmio tiene un efecto negativo en la biomasa seca radicular,

impidiendo la absorcién de los elementos del suelo.

(Martinez Chavez, 2015), menciona que en el cultivo de pepino, con aplicacion de

enmiendas organicas como Bocashi, el peso seco radicular fue mayor a 0.3 g.
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Tabla 15
Tukey aplicado a M. seca radicular, con H. de calcio, E. organicas y cadmio.

Tratamientos Media (g) Significancia
Hidréxido de calcio+ Guano de isla 8.70 a
Hidréxido de calcio + Gallinaza 8.40 b
Hidroxido de calcio + Compost 6.94 c
Hidréxido de calcio 6.82 c
Hidréxido de calcio + G. de isla + cadmio 6.48 c
Hidréxido de calcio + Gallinaza + cadmio 5.84 d
Hidroxido de calcio + Compost + cadmio 4.86 e
Hidréxido de calcio + Cadmio 4.54 e
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Figura 25. M. seca radicular de los plantones de cacao con E. organicas, H. de calcio y cadmio.

Los resultados de materia seca parte radicular, con aplicacion de enmiendas
organicas, dolomita y cadmio en plantones de cacao, son presentados en la Tabla 16 y

Figura 25.

A su vez, se observa que la aplicacion de dolomita mas guano de isla sin cadmio,
destaca con una media de 13.30 g de materia seca radicular seguida de gallinaza con 11.72
g y compost con 10.34 g. Estos tratamientos con enmiendas organicas se diferencian

significativamente del control con 9.84 g, respectivamente.

Esto se debe a que una gran parte del metal queda retenido en las raices, gracias a

las propiedades fisicas, quimicas de las enmiendas organicas, la otra parte es absorbida por
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competencia debido a su similitud electroquimica con los microelementos (Cu, Mn, Zn,
entre otros), de esta manera se transloca a la parte aérea sin cumplir funciones especificas

en la planta.

(Chandra Shaha, Kashem, & Towhid Osman, 2012), aplicaron cal y estiércol de
corral, en el cultivo de espinacas, para disminuir la absorcion de cadmio, en un periodo de
5 meses. Obtuvieron que adicionando cal al suelo disminuy6 la concentracion en la raiz de
la espinaca. La concentracion de cadmio disminuyd en un 82.28 y 76% en las raices
correspondientemente con la tasa mas alta de cal (20 t ha™), estiércol (20 t ha?) y
combinaciones de cal y estiércol (20 t ha™ + 20 t hal).

Tabla 16
Tukey aplicado a M. seca radicular, con Dolomita, E. organicas y cadmio.

Tratamientos Media (g) Significancia
Dolomita + Guano de isla 13.30 a
Dolomita + Gallinaza 11.72 b
Dolomita + Compost 10.34 c
Dolomita 9.84 d
Dolomita + G. de isla + cadmio 9.56 d
Dolomita + Gallinaza + cadmio 9.42 d
Dolomita + Compost + cadmio 7.96 e
Dolomita + Cadmio 7.50 e
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Figura 26. M. seca radicular con enmiendas organicas y Dolomita.

3.5. Contenido de cadmio en la parte aérea de los plantones de cacao.

En la Tabla 17, se presenta el analisis de varianza aplicada al contenido de cadmio en
la parte aérea de los plantones de cacao. El andlisis de la parcela (enmiendas célcicas), es
altamente significativa. Las enmiendas calcicas (dolomita e hidroxido de calcio), tuvieron

efectos diferentes sobre el contenido de cadmio en la parte aérea de los plantones de cacao.

El analisis de la Subparcela, muestra que la variable tratamiento es altamente
significativa estadisticamente. Las enmiendas organicas, mostraron efectos diferentes
sobre el contenido de cadmio en la parte aérea de los plantones de cacao. Por otra parte, la
interaccion de enmiendas calcicas y organicas fue altamente significativas estadisticamente

y tuvieron diferencias entre dolomita e hidroxido de calcio sobre la variable estudiada.
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Tabla 17
ANVA del Contenido de Cadmio (ug g-1), en la parte aérea.

Fuente de variabilidad G.L Suma  Media F.valor Pr(>F)
Analisis de Parcelas
Repeticion 4 475.7 475.7
Enmiendas célcicas 1 31297 31297  23.11 6.79E-05 **
Error (Parcela) 4 130456 130456

Analisis de Subparcelas
Tratamiento (Enmiendas orgénica) 3 184461 61487 45.4  4.79E-10

Error (Trat) 24 1020782 340261

Enmiendas orgénicas x E. célcicas 3 70654 23551  17.39  3.25E-06
Error (residual) 32 32507 1354

Total 71

**

**

Nota: Significancia (**) al 5% con el test F

Los resultados del contenido de cadmio aéreo, con aplicacion de enmiendas
organicas y enmiendas célcicas en plantones de cacao, son presentados en la Tabla 18 y
Figura 26.

En la Figura 26, se observa que el andlisis de las parcelas principales, en el
contenido de cadmio, siendo dolomita, superior a hidroxido de calcio con un 42%, por sus

caracteristicas quimicas ya antes mencionada, siendo estadisticamente diferentes.

Respecto a las subparcelas, se observa que el tratamiento gallinaza es superior con
una media de 86.47 ug g* del contenido total de cadmio, siendo altamente significativa
respecto al testigo con un contenido total de 466.70 pg g* de cadmio. La aplicacion de

enmiendas organicas y calcicas disminuyeron la absorcion de cadmio.

Estas diferencias, se debe a las propiedades fisicas y quimicas de las enmiendas
organicas favorables para el desarrollo de las plantas. Una de las propiedades quimicas
importantes es el contenido de materia organica, que gracias a Sus grupos organicos,
reaccionan con el cadmio dando lugar a complejos o quelatos reduciendo su efecto toxico
y su absorcion, quedando menos disponible para las plantas. Los microorganismos de la
materia organica, también contribuyen con la captura del cadmio en sus organismos. Las
enmiendas organicas aumentan la CIC del sustrato por lo tanto hay una mayor fijacion del

metal. La funcién principal de las enmiendas célcicas fue elevar el pH, ya que en suelos
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acidos el cadmio se encuentra disponible para las plantas, a excepcion de otros metales
pesados (Kiran, y otros, 2017).

La acumulacion de cadmio en los diferentes érganos de la planta, depende de su
absorcion a través de diferentes vias como (flujo de masas, difusion, transporte por
sistemas vasculares xilema y floema); el cadmio, al ser absorbido por las plantas quedan
retenidos en la membrana plasmatica, después que pasan esta barrera son almacenados en
las vacuolas de las células radiculares, la acumulacion va a depender del tipo de cultivo,
fases de crecimiento, suelos, entre otros factores (Kabata-Pendias, 2010), menciona que el
contenido maximo permitido en hojas maduras es de 0.50 ppm para cadmio. Los diferentes

contenidos de cadmio en la parte aérea, varia de acuerdo al tiempo y niveles de exposicion.

(Ruiz, 2011), menciona en el cultivo de lechuga con aplicacion de compost y
carbonatos de calcio, se logré disminuir de 3.97 mg kg™ a 0.26 mg kg™ de cadmio. Segin
Al Mamun et al., 2017, mencionan que en hortalizas como espinaca (Spinacia oleracea
L.), lechuga (Lactuca sativa L.) y cebolla (Allium cepa L.), con la aplicacion de compost

municipal; redujo la concentracion de Cd?*, hasta en un 60%.

Tabla 18
Tukey aplicado a contenido de cadmio aéreo, con E. organicas y calcicas.

Tratamientos Media (ug g?) Significancia
Hidréxido de calcio + cadmio 466.70 a
Hidréxido de calcio + Guano de isla + cadmio 268.80 b
Hidroxido de calcio + Compost + cadmio 236.80 c
Hidréxido de calcio + Gallinaza + cadmio 213.65 d
Dolomita + cadmio 197.20 e
Dolomita + Guano de Isla + cadmio 182.46 e
Dolomita + Compost + cadmio 100.82 f
Dolomita + Gallinaza + cadmio 86.47 g
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Figura 27. Contenido de cadmio aéreo con enmiendas organicas y calcicas

3.6. Contenido de cadmio en raices de plantones de cacao.

En la Tabla 19, se presenta el analisis de varianza aplicada al contenido de cadmio en
raices en plantones de cacao. El analisis de la parcela (enmiendas calcicas), se encontraron
diferencias estadisticas altamente significativas. Las enmiendas calcicas (dolomita e
hidroxido de calcio), tuvieron efectos diferentes sobre el contenido de cadmio en las raices

de los plantones de cacao.

El analisis de la Subparcela, muestra que la variable tratamiento, se encontraron
diferencias estadisticas altamente significativas. Las enmiendas organicas (gallinaza,
guano de isla y compost), tuvieron efectos diferentes sobre el contenido de cadmio en las
raices de los plantones de cacao. Por otra parte, la interaccion de enmiendas célcicas y
enmiendas organicas, encontraron diferencias estadisticas altamente significativas. Las
enmiendas organicas (gallinaza, guano de isla, compost) y enmiendas calcicas (dolomita,

hidroxido de calcio) sobre el contenido de cadmio en las raices.
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Tabla 19
ANVA del contenido de cadmio (ug g-1), en la parte radicular.

Fuente de variabilidad G.L Suma Media F.valor Pr(>F)
Analisis de Parcelas

Repeticion 4 320.1  320.1

Enmiendas calcicas 1 39461 39461 12.36 1.77E-03 **

Error (Parcela) 4 114046 114046
Analisis de Subparcelas
Tratamiento (Enmiendas organicas) 3 108845 36282 11.36  7.85E-05 **

Error (Trat) 24 540799 180266

E. orgénicas x Enmiendas calcicas 3 157262 52421 16.41 5.16E-06 **
Error (residuos) 32 76646 3194

Total 71

Nota: Significancia (**) al 5% con el test F

Los resultados del contenido de cadmio de las raices, con aplicacion de enmiendas
organicas y enmiendas célcicas en plantones de cacao, son presentados en la Tabla 20 y
Figuras 27.

En la Figura 27, se observa que la enmienda organica compost, fue menor con un
contenido de cadmio total de 168.18 pg g*, seguido de gallinaza con 180.45 ug g
! respectivamente, diferenciandose significativamente del tratamiento testigo que alcanzd
una media de 456.70 ug g*. El tratamiento gallinaza, acumulé un menor contenido de
cadmio en la parte aérea y mayor en el sistema radicular, este efecto fue producto de las

propiedades fisicas y quimicas de las enmiendas organicas ya antes mencionadas.

La acumulacién de cadmio en la parte radicular de los plantones de cacao,
aumentan debido a su contacto directo con el suelo. ElI metal pesado tiene mayor radio
ionico; es por ello que compite con los cationes de calcio, sodio, magnesio, entre otros y
logra penetrar a través de diferentes vias de absorcion, ingresando por las células corticales
translocandose a los tejidos, su movilidad dentro de la planta es muy rapida y logra unirse

con otros iones y enzimas.

(Ahmad, Akhtar, Zahir, & Mitter, 2015), mencionan que en cereales (trigo y maiz),
con la aplicacion de compost, redujeron significativamente la absorcién de cadmio, sin

embargo, aumento la translocacion de Cd?* en los cereales. Ping et al., (2008), encontraron
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que aplicando enmiendas calcicas (piedra caliza) y estiércol (cerdo), disminuyd la
concentracion de cadmio significativamente en un rango de 23 a 50,4% en granos de arroz.

Tabla 20
Tukey aplicado a contenido de cadmio radicular, con E. O y calcicas.

Tratamientos Media ( pug g?) Significancia
Hidréxido de calcio + Cadmio 456.70 a
Hidréxido de calcio + Guano de isla + cadmio 388.54 b
Hidréxido de calcio + Gallinaza + cadmio 319.47 c
Hidroxido de calcio + Compost + cadmio 310.09 c
Dolomita + cadmio 245.08 d
Dolomita + Guano de isla + cadmio 193.59 e
Dolomita + Gallinaza + cadmio 180.45 f
Dolomita + Compost + cadmio 168.18 g
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Figura 28. Contenido de cadmio radicular con enmiendas organicas y calcicas.
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CONCLUSIONES

Los resultados demostraron que las enmiendas célcicas dolomita e hidroxido de calcio
mostraron efectos diferentes en los parametros evaluados, siendo dolomita superior por sus

propiedades quimicas.

Los mejores resultados obtenidos con enmiendas organicas, fue el tratamiento guano de
isla siendo superior en los parametros evaluados tales como: Altura 29.96 cm, diametro de

tallos 6.69 mm, materia seca aérea 25.76 g y materia seca radicular 13.30 g.

Respecto a la variable contenido de cadmio (aérea y radicular), los resultados demostraron
que todas las enmiendas organicas, disminuyeron el contenido de cadmio en ambos
parametros; siendo los tratamientos gallinaza y compost de cascara de cacao los que

tuvieron un mayor impacto en esta variable.
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RECOMENDACIONES

Realizar pruebas en campo definitivo, utilizando los mejores tratamientos obtenidos

(gallinaza y compost de céscara de cacao).

Realizar pruebas usando otras enmiendas organicas como (humus de lombriz, bocashi y

microorganismos eficientes).

Realizar andlisis de los microorganismos presentes en el suelo y determinar su efecto en la

absorcion de cadmio.

Realizar experimentos tomando en consideracion la variabilidad de los cultivares de cacao

y su relacion con la absorcion de cadmio
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ANEXOS

10.1. Analisis del sustrato después del periodo de evaluacion.

Tabla 21
Analisis del sustrato después de la aplicacion de E orgéanica y calcica.

CATIONES CAMBIABLES

CE MO N P

Tipo de muestra pH dSim (%) (%) (ppm) (ppm) Ca?* Mg?* K*
cmol/kg

Hidroxido de calcio 703 024 127 0.06 6.27 32.1 4.56 0.38 0.08
Dolomita 655 011 131 0.06 4.64 28.7 2.68 0.64 0.07
H. C + Gallinaza 7.10 047 221 0.13 3823 217.0 15.6 1.7 0.55
H.C + Compost 7.10 1.08 454 0.07 4270 2153 12.4 2.7 0.55
H.C + Guano de isla 704 032 135 0.29 4728 67.2 13.8 1.3 0.17
Dolomita + Gallinaza 6.63 034 225 013 36.64 2137 13.8 2.0 0.55
Dolomita + Compost 6.68 096 458 0.07 4126 2123 10.6 3.0 0.54
Dolomita + Guano de isla 656 0.18 139 030 4567 63.8 12.0 1.6 0.16

NOTA: Laboratorio de suelos ICT 2018
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Tabla 22
Croquis de la distribucién experimental de los plantones de cacao.

PARCELA A PARCELAB
Sub Parcela SC Sub Parcela SC
T1 T4 T2 T5 T8 T6 T9 T12 T10 T13 T16 T14
T3 T T4 T7 T5 T8 T11 T9 T12 T15 T13 T16
T2 T3 T3 T6 T7 T7 T10 T11 T11 T14 T15 T15
T4 T2 T T8 T6 T5 T12 T10 T9 T16 T14 T13
T2 T3 T4 T6 T7 T8 T10 T11 T12 T14 T15 T16
T4 T1 T2 T8 T5 T6 T12 T9 T10 T16 T13 T14
T1 T3 T5 T7 T9 T11 T13 T15
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