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Resumen  El  cacao  (Theobroma  cacao  L.)  es  nativo  de  América  del  Sur  y  representa  uno  de
los recursos  «bioculturales» más  significativos  de  Mesoamérica,  ya  que  es  una  región  donde  se
domesticó  y  tuvo  relevancia  como  bebida  ritual  y  como  moneda  en  muchas  culturas  prehispáni-
cas hasta  la  llegada  de  los  españoles,  quienes  difundieron  su  uso  en  el  mundo  y  lo  convirtieron
en una  de  las  mercancías  «commodity» más  consumidas.  Mediante  este  trabajo  se  propone  una
alternativa para  atender  la  problemática  de  las  plantaciones  a  través  de  la  introducción  de  una
diversidad  amplia  de  cultivares  de  cacao  en  sistemas  agroforestales  tradicionales,  en  sinergia
con la  inoculación  de  bacterias  edáficas  fijadoras  de  nitrógeno  y  solubilizadoras  de  fósforo  inso-
luble. En  una  parcela  agroforestal  tradicional  se  introdujeron  plantas  de  cacao  injertadas  de
cuatro cultivares  y  se  dispusieron  3  tratamientos:  aplicación  de  biofertilizante,  aplicación  de
fertilizante  químico  y  testigo.  Se  registraron  la  altura,  el  diámetro  basal,  el  número  de  hojas  y
el número  de  ramas  a  los  2  y  12  meses,  y  se  caracterizó  la  población  de  microorganismos  aso-
ciada alrededor  del  tallo  bajo  la  copa  de  las  plantas.  Los  resultados  de  crecimiento  muestran
un buen  potencial  para  los  4  cultivares  estudiados  y  se  observó  que  la  biofertilización  generó
efectos significativos  en  algunos  de  los  indicadores  de  crecimiento  de  las  plantas  de  cacao.  Así,
las asociaciones  vegetales  en  un  sistema  agroforestal  podrían  ser  favorables  para  potenciar  el
encia  a  plagas  y  enfermedades.
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Effect  of  mixed  edaphic  bacterial  inoculants  in  the  early  development  of  improved
cocoa  cultivars  (Theobroma  cacao  L.)  in  a  traditional  agroforestry  system  of  Oaxaca,
Mexico

Abstract  Cocoa  plant  (Theobroma  cacao  L.)  is  native  from  South  America  and  it  represents
one of  the  most  significant  ‘‘bio-cultural’’  resources  of  Mesoamerica,  since  it  is  a  region  where
it was  domesticated  and  had  a  relevance  as  ritual  drink  and  as  currency  in  many  pre-hispanic
cultures  until  the  arrival  of  the  Spaniards  who  spread  its  use  worldwide,  and  became  it  one
of the  most  consumed  commodity  goods.  Through  this  research,  an  alternative  is  proposed  to
address the  problem  of  cultivars  through  the  introduction  of  a  wide  variety  of  cocoa  plants  in
traditional  agroforestry  systems,  in  synergy  with  the  inoculation  of  nitrogen-fixing  and  insolu-
ble phosphor  solubilizing  edaphic  bacterial  consortia.  Four  cultivars  of  improved  grafted  cocoa
plants were  introduced  in  a  traditional  agroforestry  plot  and  three  fertilization  treatments
were applied:  application  of  biofertilizer,  application  of  chemical  fertilizer  and  control.  Mea-
surements  of  height,  stem  diameter,  number  of  leaves  and  branches  were  recorded  at  2  and
12 months  after  planting  and  rhizosphere  microbial  populations  were  characterized.  Growth
results showed  good  potential  for  all  studied  cultivars  and  it  was  observed  that  biofertilization
foresees  significant  effects  in  some  of  the  growth  indicators  of  cocoa  plant.  Thereby,  plant
associations  in  an  agroforestry  system  could  be  favorable  to  promote  fruit  development  and
resistance  to  pests  and  diseases.
© 2017  Asociación  Argentina  de  Microbioloǵıa.  Published  by  Elsevier  España,  S.L.U.  This  is  an
open access  article  under  the  CC  BY-NC-ND  license  (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).
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Introducción

El  cacao  (Theobroma  cacao), arbusto  nativo  de  Centroa-
mérica  y  Sudamérica,  y  domesticado  en  Mesoamérica41,  es
considerado  uno  de  los  cultivos  perennes  bajo  sombra  más
importantes  del  planeta,  ya  que  representa  la  principal
fuente  de  ingresos  de  millones  de  personas  en  las  zonas  pro-
ductoras  localizadas  en  África,  Asia  y  Centro  y  Sudamérica.
Actualmente,  el  consumo  en  México  rebasa  la  capacidad  de
producción  local,  la  cual  ha  ido  disminuyendo  por  problemas
agroecológicos  y  de  rendimientos  económicos  de  las  plan-
taciones  intensivas.  En  los  últimos  años,  la  superficie  de  su
cultivo  en  México  ha  disminuido  en  un  30%,  lo  cual  es  debido
a  un  bajo  rendimiento,  una  mala  calidad  del  producto  y,
por  consiguiente,  un  bajo  precio  de  venta2.  Las  principales
causas  son  las  condiciones  inadecuadas  de  manejo  (falta  de
podas  y  sombra  excesiva),  lo  que  provoca,  a  su  vez,  enfer-
medades  fúngicas  (e.g., moniliasis)  y  poca  productividad  de
frutos5.

Los  agroecosistemas  tradicionales  (sistemas  agrofores-
tales)  de  algunas  de  las  regiones  bajas  y  húmedas  de
Mesoamérica,  como  Tabasco  y  Chiapas,  presentan  una  gran
diversidad  genética  de  cacaos  criollos  y  mejorados.  Otras
regiones  con  similares  condiciones  agroclimáticas  represen-
tan  un  gran  potencial  para  el  desarrollo  de  este  cultivo,
en  particular  al  usar  enfoques  agroforestales  tradicionales  y
modernos,  capaces  de  mejorar  las  condiciones  de  manejo,
el  rendimiento,  la  calidad  y  el  precio  del  producto41. En
estas  condiciones,  la  diversificación  y  el  proceso  de  estable-

cimiento  de  los  cultivares  criollos  y  mejorados  de  cacao  se
consideran  de  mayor  vulnerabilidad,  ya  que  las  plantas  jóve-
nes  deben  desarrollar  una  estructura  de  sostén  y  de  absor-
ción  de  agua  y  nutrientes,  así  como  un  sistema  fotosintético

e
d
e

ue  les  permitan  crecer  y  producir  frutos  en  un  ambiente
ambiante,  en  el  cual  están  interactuando  factores  bióticos

 abióticos27.
En  particular,  las  características  del  hábitat  en  los  sis-

emas  agroforestales  tradicionales  son  muy  dinámicas  al
ntegrarse  el  efecto  cultural  del  manejo  humano  con  los
mbientales.  El  componente  arbóreo  es  el  más  determinante
ebido  a  su  efecto  en  las  condiciones  de  luz,  tempera-
ura,  humedad,  nutrientes  y  microorganismos  del  suelo;  los
eríodos  de  sequía  y  de  lluvias,  y  las  interacciones  con
tros  organismos  (bacterias,  hongos,  plantas  y  animales),
or  ello,  las  especies  arbóreas  son  consideradas  como  espe-
ies  nodrizas7,17.  Sin  embargo,  cuando  la  cobertura  del  dosel
s  excesiva,  se  limita  la  disponibilidad  de  luz  y  se  pro-
ueven  las  condiciones  para  el  desarrollo  de  organismos
topatógenos.

En  el  caso  del  cacao,  además  de  manejar  la  sombra,
l  tamaño,  la  forma  de  la  copa,  así  como  la  fertili-
ación  y  el  control  de  plagas  y  enfermedades,  se  han
esarrollado  también  cultivares  mejorados  (clones)  que,
ediante  injertos,  pueden  elevar  significativamente  la  pro-
ucción,  así  como  tener  más  resistencia  a  eventos  climáticos
xtremos  y  antagonistas.  A  pesar  de  conocerse  la  siner-
ia  potencial  que  implica  la  aplicación  de  biofertilizantes
n  muchos  agroecosistemas  (como  ocurre  con  la  inocula-
ión  de  consorcios  bacterianos  benéficos),  el  cultivo  de
acao  en  México  no  se  ha  beneficiado  aún  con  dicha  prác-
ica.

La  biofertilización,  junto  con  el  control  integral  de  pla-
as  y  enfermedades  del  cacao,  es  un  campo  poco  explorado

n  América  Latina,  lo  cual  limita  el  desarrollo  de  pro-
uctos  «ecológicos» que  exploren  los  mercados  orgánicos
mergentes.
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Además,  el  cultivo  de  cacao  en  sistemas  agroforesta-
es  tradicionales  mantiene  una  resiliencia  ecológica  y  social
ebido  al  equilibro  que  se  mantiene  entre  los  componentes
icrobióticos  del  suelo  y  los  relacionados  con  el  creci-
iento  de  la  estructura  aérea  del  agroecosistema4. Así,

os  biofertilizantes  de  naturaleza  bacteriana  (que  inclu-
en  bacterias  como  Rhizobium,  Pseudomonas, Azospirillum,
cinetobacter  o  Chromobacterium), al  ser  capaces  de
roducir  metabolitos  secundarios  elicitores  (e.g., compues-
os  indólicos  y  queladores),  representan  una  herramienta
iotecnológica  sistémica13,40.  Igualmente,  las  bacterias  pro-
otoras  de  crecimiento  vegetal  suelen  ser  capaces  de  fijar

itrógeno  y  solubilizar  fósforo  insoluble,  y  resultan  ser  una
lternativa  económicamente  viable  y  fácil  de  manejar25.
or  otra  parte,  dicho  proceso,  al  ser  amigable  con  el
edio  ambiente,  favorece  la  salud  del  consumidor  a  largo
lazo  como  resultado  de  una  reducida  interacción  con
ontaminantes  tóxicos,  entre  los  que  se  pueden  citar  com-
uestos  nitrogenados  heterocíclicos  como  el  benzonitrilo  y
romoxynil29.

Es  importante  mencionar  que  estos  microorganismos  son
apaces  de  mejorar  el  proceso  de  nutrición  de  las  plan-
as,  su  vigor  y  resistencia  sistémica  a  diversas  plagas  y
nfermedades3,  dada  su  interacción  con  el  metabolismo
el  organismo  hospedador  y  la  consiguiente  detección  de
atrones  moleculares  asociados  al  patógeno,  liberación
e  proteínas  de  resistencia  y  activación  de  su  inmunidad
nducida20.

A  la  luz  de  las  consideraciones  anteriores,  el  presente
rabajo  tuvo  como  objetivo  principal  atender  a  la  proble-
ática  de  plantaciones  de  cacao  mediante  la  introducción
e  una  amplia  diversidad  de  cultivares  mejorados  en  un  sis-
ema  agroforestal  tradicional,  en  sinergia  con  la  inoculación
e  consorcios  bacterianos  edáficos  mixtos.

ateriales y métodos

ona  de  estudio

l  estudio  se  realizó  en  la  comunidad  de  Cerro  Cama-
ón,  Municipio  de  San  Pedro  Ixcatlán,  al  norte  del  estado
e  Oaxaca  (18◦08′41’’  latitud  norte  y  96◦30′36’’  longitud
este;  a  una  altura  de  310  m.s.n.m.),  en  la  cuenca  del  río
apaloapan,  México.  El  municipio  cuenta  con  una  exten-
ión  territorial  de  109  km2,  que  representan  el  0,11%  de  la
uperficie  total  del  estado.  El  clima  predominante  es  cálido
úmedo,  con  una  temperatura  media  anual  de  26◦ C  y  una
recipitación  promedio  anual  de  2.350  mm33.

iseño  experimental

l  diseño experimental  se  desarrolló  en  una  parcela  agro-
orestal  tradicional,  configurada  por  especies  arbóreas
aderables  y  frutales  en  el  dosel  superior;  el  dosel  inferior

onsiste  de  variedades  criollas  de  cacao,  plátano,  palma
amedora,  café  y  vainilla.  Se  estableció  un  diseño de
loques  al  azar  con  9  repeticiones  (especímenes)  por  tra-

amiento  y  bloque;  los  tratamientos  se  aplicaron  de  forma
leatoria  en  cada  bloque.  Se  plantaron  4  cultivares  injerta-
os  de  cacao  mejorado;  las  plantas  fueron  proporcionadas
n  bolsas  de  20  ×  30  cm  por  el  Plan  Cacao  Nestlé  de  México:

S
m
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a
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nifap  1,  Inifap  9,  Inifap  8  y  cacao  criollo.  Todas  las  plantas
resentaban  un  tamaño y  edad  muy  similares:  50-70  cm
e  altura  y  12-15  meses  de  injertadas;  adicionalmente,  se
lantó  una  variedad  criolla,  a  la  que  denominará  «local».

La  plantación  se  estableció  en  una  disposición  de  tres-
olillo  (3  ×  3  m,  los  especímenes  ocupan  en  el  terreno  cada
no  de  los  vértices  de  un  triángulo  equilátero).  Se  aplica-
on  3  tratamientos  distintos:  a)  biofertilización  (consorcio
acteriano);  b)  testigo  (agua),  y  c)  fertilización  química  (N-
-K:20-30-10).  Las  variables  de  respuesta  fueron  algunos
arámetros  morfológicos  de  crecimiento  de  las  plantas  de
acao:  altura,  diámetro  basal,  número  de  hojas  y  número
e  ramas  secundarias;  también  se  determinaron  las  carac-
erísticas  fisicoquímicas  y microbiológicas  del  suelo.

nálisis  estadístico

on  los  datos  obtenidos,  se  llevó  a cabo  el  análisis  de
arianza  y  la  comparación  de  medias  según  Tukey  (�  =  0,05)
ara  el  caso  de  los  resultados  que  mostraron  efectos  signifi-
ativos.  Así,  se  analizaron  los  datos  obtenidos  utilizando  el
oftware  STAT  218.

noculantes  bacterianos

l  «consorcio  bacteriano» estuvo  constituido  por  cepas
standarizadas  fijadoras  de  nitrógeno  (Azospirillum  brasi-
ense  UAP-151  y  UAP-154)  y  por  2  cepas  solubilizadoras  de
ósforo:  Chromobacterium  violaceum  (BUAP  35)  y  Acine-
obacter  calcoaceticus  (BUAP  40)  (cepario  del  Laboratorio
e  Microbiología  de  Suelos  del  Centro  de  Investigación  en
iencias  Microbiológicas  del  Instituto  de  Ciencias  de  la  Bene-
érita  Universidad  Autónoma  de  Puebla,  México  [ICUAP]).
La  aplicación  del  tratamiento  de  biofertilización  consistió

n  inocular  en  el  suelo  200  ml  de  suspensión  del  consor-
io  bacteriano  (3  ×  108 UFC/g  de  A.  brasilense  y  1,7  ×  109

CF/g  de  C.  violaceum  y  A.  calcoaceticus) en  2  ocasiones:
)  antes  de  la  plantación  y  en  las  bolsas,  y  b)  a  los  4  meses
e  realizada  la  plantación  (cuando  ya  estaban  establecidas
as  plantas  y  comenzaba  la  competencia  con  las  poblaciones
acterianas  nativas  del  suelo),  colocándolo  alrededor  de  la
lanta,  a  unos  10-20  cm  del  tronco.

ertilización  química

a  aplicación  de  fertilización  química  (N-P-K:20-30-10)  se
levó  a  cabo  solo  al  momento  de  la  plantación  (50  g/planta,
istribuidos  alrededor  del  tallo,  a  10-20  cm).

ratamiento  testigo

e  aplicaron  200  ml  de  agua  estéril,  sin  fertilizante,  a  cada
lanta  seleccionada  con  este  tratamiento.

valuación  de  variables  físicas  y  químicas  del  suelo
e  midieron  el  pH,  la  conductividad  eléctrica,  la  textura,  la
ateria  orgánica  (MO)  y  la  cantidad  de  nitrógeno  y  fósforo

n  el  suelo  a  partir  de  45  muestras  compuestas  tomadas
lrededor  del  tallo,  bajo  la  copa  de  las  plantas  de  cacao,
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Tabla  1  Análisis  fisicoquímico  del  suelo  asociado  a  plantas  de  cacao  en  3  tratamientos  de  fertilización  a  los  2  y  12  meses
posteriores a  la  plantación

Tratamiento  CE  (mmho/cm2)  Textura  pH  MO%  N%  P  (mg/kg)

A-B  A-B  A-B  A-B

B  0,11  Arcillosa  4,56-4,96  4,66-7,10  0,24-0,74  33,5-3,35
T 0,07  Arcillosa  4,64-5,13  5,14-4,69  0,28-0,53  11,0-2,60
Q 0,14  Arcillosa  5,50-5,12  5,57-4,69  0,35-0,45  65,0-12,25

Muestras compuestas de suelo para todos los cultivares mejorados y la variedad local de cacao.
Tratamientos: consorcio bacteriano (biofertilización) = B; testigo = T; fertilización química = Q.
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CE: conductividad eléctrica; MO%: porcentaje de materia orgánic
plantación.

a  unos  15  cm  de  distancia  de  la  base  y  a  los  2  meses  de
la  plantación,  según  lo  establecen  las  metodologías  de  la
Norma  Oficial  Mexicana  (NOM-  021-SEMARNAT-2000)33.

Evaluación  microbiológica  alrededor  del  tallo
de las  plantas  de  cacao  en  campo

La  población  de  microorganismos  se  determinó  en
45  muestras  compuestas  tomadas  alrededor  del  tallo,
bajo  la  copa  de  las  plantas  de  cacao,  al  nivel  de  las  raíces,
a  los  2  y  12  meses  después  de  la  plantación  en  campo.

Se  realizaron  diluciones  seriadas  desde  10---1 hasta  10---6

y  se  sembraron  en  medio  agar  Goldstein
®

(Sigma-Aldrich)
para  la  determinación  de  bacterias  solubilizadoras  de
fósforo  (BSF);  agar  de  soya  y  tripticasa  para  bacterias  mesó-
filas  aerobias  totales;  así  como  agar  NFB  (nitrogen  fixing
bacteria)  semisólido  para  microorganismos  fijadores  de
nitrógeno.  Las  placas  de  agar  y  viales  de  NFB  se  incubaron
a  30◦ C  durante  48-72  h21,35.

Se  contaron  las  colonias  presentes  en  las  placas  de  agar
y  en  viales,  para  el  caso  de  bacterias  fijadoras  de  nitrógeno
(BFN)  se  utilizó  el  método  del  número  más  probable,  y  en
el  caso  de  los  medios  semisólidos,  el  conteo  se  realizó  obte-
niendo  el  número  de  UFC  tomando  el  registro  por  triplicado
y  utilizando  el  promedio  de  estas  como  cuenta  final.

Evaluación  de  variables  morfológicas

La  evaluación  de  los  indicadores  de  crecimiento  se  realizó
en  2  ocasiones,  midiendo  la  altura  de  las  plantas  al  ápice
(cm),  el  diámetro  basal  del  tallo  (DBT)  (cm),  el  número  de
hojas  y  el  número  de  ramas  secundarias  (el  número  de  ramas
primarias  se  mantiene  entre  4  y  5  por  podas  de  formación),
a  los  2  y  12  meses  después  de  la  plantación.

Resultados

Variables  físicas  y  químicas  del  suelo

En  la  tabla  1  se  muestran  los  resultados  de  la  evaluación
fisicoquímica  del  suelo,  a  los  2  y  12  meses  de  plantación.

Puede  apreciarse  que  el  promedio  de  la  conductividad
eléctrica  de  los  3  tratamientos  da  cuenta  de  un  efecto  de
salinidad  baja  para  todos  los  casos;  la  textura  es  arcillosa
y  hubo  un  ligero  aumento  de  los  valores  promedio  de

8
a
e
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2 meses posteriores a la plantación; B: 12 meses posteriores a la

H  en  todos  los  tratamientos  (4,90-5,01),  observándose
ue  los  valores  más  altos  corresponden  al  tratamiento  de
ertilización  química  (5,50  y  5,12).

En  relación  con  el  porcentaje  de  MO,  se  observan  valores
ajos  a  medios  en  todos  los  tratamientos  a  los  2  meses  de  la
lantación;  sin  embargo,  12  meses  después  de  la  plantación,
l  suelo  en  los  tratamientos  de  biofertilización  pasó  de  un
alor  bajo  a  un  valor  medio  (del  4,66  al  7,10%),  mientras  que
a  cantidad  de  MO  con  el  fertilizante  químico  y  en  el  testigo
isminuyeron  entre  los  2  y  los  12  meses.

El  contenido  de  nitrógeno  promedio  total  de  los  3  trata-
ientos  aumentó  considerablemente  de  los  2  a  los  12  meses
osteriores  a  la  plantación  (en  promedio,  del  0,29  al  0,57%),
bservándose  que  los  valores  más  altos  correspondieron  al
ratamiento  de  biofertilización  (0,74%),  seguido  del  testigo
0,53%).  La  cantidad  de  fósforo  extractable  disminuyó  consi-
erablemente  en  los  3  tratamientos  entre  los  2  los  12  meses,
bservándose  que  los  valores  finales  más  bajos  correspondie-
on  al  tratamiento  testigo,  seguido  por  el  de  biofertilización.

fectos  sobre  el  desarrollo  en  altura

n  promedio,  a  los  2  meses  de  la  plantación,  el  cultivar
nifap  8  respondió  mejor  al  tratamiento  de  biofertilización
95,95  cm),  superando  con  diferencias  estadísticamente
ignificativas  al  tratamiento  testigo  (74,45  cm)  y  a  la  fer-
ilización  química  (69,00  cm).  La  variedad  local  en  el
ratamiento  testigo  (45,66  cm)  superó  en  altura  al  trata-
iento  químico  (29,29  cm)  y  a  la  biofertilización  (23,16  cm),
ientras  que  los  cultivares  Inifap  1,  Inifap  9  y  cacao  criollo

o  mostraron  diferencias  entre  tratamientos  (tabla  2A).
A  los  12  meses  se  observó  que  la  altura  de  la  mayoría

e  los  cultivares  era  mayor  en  el  tratamiento  de  bioferti-
ización,  seguido  por  el  testigo,  y  los  valores  más  bajos  se
ncontraron  en  la  fertilización  química.  Al  comparar  entre
ultivares,  se  advirtió  que  el  tratamiento  de  biofertilización
ostró  mayores  efectos  positivos  en  Inifap  8  (138,38  cm),

nifap  9  (127,33  cm)  y  cacao  criollo  (117,46  cm),  en  compara-
ión  con  los  cultivares  Inifap  1  (106,71  cm)  y  con  la  variedad
ocal  (80,94  cm)  (tabla  2B).

En  el  tratamiento  testigo,  el  cultivar  Inifap  9  superó  sig-
ificativamente  en  altura  (110,49  cm)  a los  cultivares  Inifap
 (94,34  cm),  Inifap  1  (87,78  cm),  cacao  criollo  (80,17  cm)  y
 la  variedad  local  (77,29  cm).  En  el  tratamiento  químico  se
ncontró  mayor  altura  en  el  cultivar  Inifap  8  (92,38  cm)  e
nifap  9  (80,76  cm),  estas  diferencias  fueron  significativas  al
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Tabla  2  Valores  promedio  de  altura  (cm),  diámetro  basal  (cm),  número  de  ramas  y  número  de  hojas,  a  los  2  y  12  meses  de  la  plantación  en  4  cultivares  mejorados  de  cacao
y una  variedad  local  en  la  parcela  experimental  de  Cerro  Camarón,  Oaxaca

A)  Altura  2  meses  E)  Número  de  ramas  2  meses

Cultivar/tratamiento  B  T  Q  Cultivar/Tratamiento  B  T  Q

Inifap  1 b60,77  ±  15,15a a70,25  ±  11,86a a70,48  ±  12,05a Inifap  1 a7,0  ±  1,79a a6,0  ±  1,62a a4,0  ±  1,08b

Inifap  8 a95,95  ±  16,97a  a74,45  ±  11,70b  a69,00  ±  11,10b Inifap  8 a7,0  ±  1,82a  b3,0  ±  1,71b  a4,0  ±  1,31b

Inifap  9 a86,91  ±  17,31a  a81,87  ±  13,99a  a77,39  ±  15,19a Inifap  9 a5,0  ±  2,47a  a5,0  ±  1,48a  a3,0  ±  1,43b

Cacao  criollo b54,33  ±  15,28a  b53,75  ±  8,41a  b43,70  ±  9,58a Cacao  criollo b3,0  ±  1,31ab  bc2,0  ±  0,75b  a4,0  ±  1,85a

Local c23,16  ±  8,65b  b45,66  ±  4,65a  c29,29  ±  8,60b Local b2,0  ±  0,67a  c1,0  ±  0,39ab  b1,0  ±  0,94b

B)  Altura  12  meses  F)  Número  de  ramas  12  meses

Cultivar/tratamiento  B  T  Q  Cultivar/Tratamiento  B  T  Q

Inifap  1 b106,71  ±  22,84a bc87,78  ±  11,85b c63,02  ±  16,28c Inifap  1 bc7,0  ±  2,91a ab7,0  ±  2,67a ab5,0  ±  1,38a

Inifap  8 a138,38  ±  26,14a  b94,34  ±  12,93b  a92,38  ±  8,60b Inifap  8 ab12,0  ±  6,8a  a7,0  ±  3,69ab  a6,0  ±  2,15b

Inifap  9 ab127,33  ±  23,10a  a110,49  ±  21,69a  ab80,76  ±  21,98b Inifap  9 a13,0  ±  4,69a  ab5,0  ±  1,90b  c3,0  ±  1,73b

Cacao  criollo ab117,46  ±  28,58a c80,17  ±  12,83b bc68,54  ±  19,21b Cacao  criollo c6,0  ±  3,16a b4,0  ±  1,71b bc3,0  ±  2,23b

Local c80,94  ±  16,94a c77,29  ±  15,14a c54,67  ±  15,49b Local d1,0  ±  0,69a c1,0  ±  0,62a d1,0  ±  0,82a

C)  Diámetro  basal  2  meses  G)  Número  de  hojas  2  meses

Cultivar/tratamiento  B  T  Q  Cultivar/Tratamiento  B  T  Q

Inifap  1 ab0,95  ±  0,23a a0,95  ±  0,16a ab0,85  ±  0,13a Inifap  1 a25,0  ±  7,48a a21,0  ±  5,48a a19,0  ±  4,25a

Inifap  8 a1,14  ±  0,16a a0,80  ±  0,13b a0,89  ±  0,12b Inifap  8 a34,0  ±  10,23a a19,0  ±  9,36b a19,0  ±  6,39b

Inifap  9 a1,15  ±  0,23a  a0,94  ±  0,19b  c0,65  ±  0,14c Inifap  9 a33,0  ±  19,75a  a21,0  ±  5,75b  b10,0  ±  2,63b

Cacao  criollo b0,86  ±  0,20a  a0,80  ±  0,13a  bc0,72  ±  0,10a Cacao  criollo a25,0  ±  8,19a  b10,0  ±  2,45c  a18,0  ±  5,95b

Local c0,35  ±  0,10b  b0,55  ±  0,12a  c0,60  ±  0,09a Local b11,0  ±  2,11a  b11,0  ±  3,39a  b9,0  ±  2,11a

D)  Diámetro  basal  12  meses  H)  Número  de  hojas  12  meses

Cultivar/tratamiento  B  T  Q  Cultivar/Tratamiento  B  T  Q

Inifap  1 a1,80  ±  0,28a  a1,38  ±  0,32b  b1,04  ±  0,18c Inifap  1 ab43,0  ±  19,72a  ab32,0  ±  12,09a  b15,0  ±  11,92b

Inifap  8 a1,87  ±  0,38a  a1,42  ±  0,31b  a1,37  ±  0,18b Inifap  8 a65,0  ±  43,14a  ab33,0  ±  15,72b  a29,0  ±  9,58b

Inifap  9 a2,02  ±  0,56a  a1,29  ±  0,28b  b0,89  ±  0,15b Inifap  9 a69,0  ±  38,20a  a43,0  ±  12,61b  b12,0  ±  5,52c

Cacao  criollo a1,77  ±  0,54a  a1,16  ±  0,32b  a1,27  ±  0,35b Cacao  criollo ab58,0  ±  34,27a  b24,0  ±  10,86b  a26,0  ±  12,88b

Local b1,16  ±  0,21a  a1,33  ±  0,31a  b0,89  ±  0,11b Local b24,0  ±  8,37a  c11,0  ±  5,39b  b10,0  ±  4,20b

Letras del lado derecho muestran la comparación estadística entre tratamiento por variedad. Letras del lado izquierdo muestran la comparación estadística entre variedades de un mismo
tratamiento. Letras iguales no muestran diferencia estadística entre tratamientos y variedades (Tukey p ≤ 0,05).
B: consorcio bacteriano (biofertilización); T: testigo; Q: fertilización química = Q.
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Inoculantes  bacterianos  edáficos  de  cacao  

comparar  con  los  cultivares  Inifap  1  (63,02  cm),  cacao  criollo
(68,54  cm)  y  con  la  variedad  local  (54,67  cm)  (tabla  2B).

Efectos  sobre  el  desarrollo  radial  del  tallo

A  los  2  meses,  los  cultivares  Inifap  8  e  Inifap  9  mostraron
los  valores  más  altos  de  DBT  en  el  tratamiento  de  biofer-
tilización,  1,14  y  1,15  cm,  respectivamente.  Asimismo,  se
encontró  que  la  variedad  local  obtuvo  los  valores  más  altos
en  el  tratamiento  químico  y  en  el  testigo  (0,60  y  0,55  cm,
respectivamente),  superando  al  tratamiento  de  biofertiliza-
ción  (0,35  cm).  En  los  cultivares  Inifap  1  y  cacao  criollo  no
hubo  diferencias  significativas  (tabla  2C).

De  manera  similar  a  lo  observado  en  relación  con  la
altura,  a  los  12  meses  se  observó  que  el  DBT  de  la  mayoría
de  los  cultivares  fue  mayor  en  el  tratamiento  de  biofertili-
zación,  seguido  por  el  testigo,  y  que  los  valores  más  bajos
se  hallaron  con  la  fertilización  química.  Se  destacaron  en
este  sentido  el  Inifap  9,  seguido  de  Inifap  8,  en  tanto  que  la
variedad  local  tuvo  los  valores  más  bajos  (tabla  2D).

Efecto  sobre  el  desarrollo  de  ramas  laterales

A  los  2  meses,  la  mayoría  de  los  cultivares  presentaron  un
mayor  número  de  ramas  secundarias  en  el  tratamiento  de
biofertilización,  seguido  por  el  testigo,  en  el  tratamiento
químico  se  observó  un  número  menor,  tendencia  que  se
acentuó  a  los  12  meses  (tabla  2E).  A  los  12  meses,  los  valo-
res  más  altos  los  encontramos  en  los  cultivares  Inifap  9  y
cacao  criollo  en  el  tratamiento  de  biofertilización,  mientras
que  los  más  bajos  los  presentó  la  variedad  local  en  todos  los
tratamientos  (tabla  2F).

Efecto  sobre  el  desarrollo  del  follaje

En  forma  similar  al  número  de  ramas,  a  los  2  meses  la  mayo-
ría  de  los  cultivares  presentaron  un  mayor  número  de  hojas
en  el  tratamiento  de  biofertilización,  seguido  por  el  testigo,
mientras  que  el  número  menor  se  observó  en  el  tratamiento
químico,  tendencia  que  se  acentuó  a  los  12  meses  (tablas
2G  y  H).  Los  valores  más  altos  los  encontramos  en  Inifap  9
y  cacao  criollo  en  el  tratamiento  de  biofertilización  a  los
12  meses,  mientras  que  los  más  bajos  correspondieron  a  la
variedad  local  en  todos  los  tratamientos  (tabla  2H).

Colonización  microbiana  alrededor  del  tallo
de plantas  de  cacao  en  campo

A  los  2  meses,  la  mayor  población  de  bacterias  mesófilas
se  encontró  en  el  tratamiento  testigo  en  el  cultivar  cacao
criollo  (1,45  ×  107 UFC/g),  no  hubo  diferencias  significati-
vas  entre  tratamientos,  pero  sí  con  los  demás  cultivares  de
cacao  (Inifap  1,  8,  9)  y  con  la  variedad  local  (tabla  3).  En  el
tratamiento  de  biofertilización,  las  mayores  poblaciones  de
bacterias  mesófilas  aerobias  se  observaron  en  los  cultivares
cacao  criollo  (1,4  ×  107 UFC/g)  e  Inifap  9  (1,21  ×  107 UFC/g),

y  nuevamente  no  hubo  diferencias  significativas  entre  tra-
tamientos.  En  este  mismo  tratamiento  de  biofertilización,
los  cultivares  Inifap  8  y  el  local  registraron  los  valores  más
bajos:  7,5  ×  106 UFC/g  y  5  ×  106 UFC/g.
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El  mayor  recuento  de  BSF  se  obtuvo  en  el  tratamiento
e  biofertilización  en  el  cultivar  Inifap  9  (1,25  ×  106 UFC/g),
on  diferencias  significativas  respecto  del  resto  de  los  culti-
ares.

En  el  caso  de  las  BFN,  dentro  de  los  tratamientos  testigo
a  mayor  población  se  encontró  en  los  cultivares  Inifap  1
1,4  ×  103 UFC/g),  Inifap  8  (1,1  ×  103 UFC/g)  y  cacao  criollo
1,1  ×  103 UFC/g);  con  la  fertilización  química  esta  se  halló
n  los  cultivares  Inifap  8  e  Inifap  9  (1,1  ×  103 UFC/g),  y  en
l  tratamiento  de  biofertilización  los  valores  más  altos  se
bservaron  en  la  variedad  local  (1,1  ×  103 UFC/g)  (tabla  3).

En  el  muestreo  realizado  a  los  12  meses,  se  detectaron
n  general  las  mayores  poblaciones  de  bacterias  mesófilas
erobias  en  el  tratamiento  testigo,  seguido  por  el  de  biofer-
ilización  y  en  último  término  por  el  tratamiento  químico.
os  cultivares  Inifap  9  e  Inifap  1  presentaron  sus  valores
ás  altos  en  el  testigo  (1,54  ×  107 UFC/g  y  1,15  ×  107 UFC/g)

 con  biofertilización  (1,18  ×  107 UFC/g).  Para  el  caso  de
as  BSF,  también  se  observaron  los  valores  más  altos  en  el
ratamiento  testigo,  seguido  por  el  de  biofertilización,  los
ultivares  cacao  criollo  e  Inifap  8  superaron  a  los  otros  cul-
ivares.  Un  comportamiento  similar  se  observó  en  relación
on  las  BFN:  en  el  testigo  se  advirtieron  los  valores  más  altos
eguidos  de  los  que  se  obtuvieron  en  la  biofertilización  quí-
ica,  estos  valores  altos  se  asociaron  a  los  cultivares  Inifap

 y  9  (tabla  4).

iscusión

lgunos  factores  importantes  que  contribuyen  a  la  compleji-
ad  de  la  respuesta  de  las  plantas  a  los  efectos  de  diferentes
ipos  de  fertilización  y,  en  particular,  a  la  inoculación  en
l  suelo  de  consorcios  bacterianos  fijadores  de  nitrógeno  y
olubilizadores  de  fósforo  son  la  variedad  o  el  cultivar  uti-
izado,  las  características  fisicoquímicas  y  microbiológicas
el  suelo  y  las  interacciones,  sinergias  y  antagonismos  entre
uelo,  fertilizante  y  cultivar22,26.

Aunque  se  usaron  cultivares  mejorados  de  cacao,  que  en
eoría  deberían  responder  bien  en  suelos  forestales  y  tam-
ién  a  los  fertilizantes,  en  particular  a los  químicos  por  su
ápida  disponibilidad,  no  todos  ellos  respondieron  como  se
speraba,  esto  se  muestra  claramente  en  la  diversidad  de
espuestas  del  suelo  y  de  los  cultivares  de  cacao,  que  sugie-
en  interacciones  fuertes  entre  estos.

En  general,  algunas  características  del  suelo  presenta-
on  cambios  significativos  a  los  2  meses  de  la  plantación;
in  embargo,  los  cambios  fueron  más  claros  a  los  12  meses,
uando  aumentaron  las  proporciones  de  la  MO  y  el  nitrógeno
isponible  en  el  suelo  sujeto  al  tratamiento  de  bioferti-
izante.  Esto  podría  deberse  al  efecto  indirecto  sobre  la
roducción  de  hojas  y  hojarasca  que,  al  aumentar  la  propor-
ión  de  MO  en  el  suelo,  representa  una  fuente  de  carbono

 nitrógeno  accesible  para  los  microorganismos14,15.  Sin
mbargo,  esto  último  no  se  corresponde  con  la  cantidad  de
FN  encontradas  en  el  suelo  a  los  12  meses  de  la  plantación,
uyo  valor  más  alto  corresponde  al  tratamiento  testigo.  Esto

arca  la  necesidad  de  continuar  con  los  ensayos  en  campo,
robando  una  mayor  frecuencia  de  aplicación  de  biofertili-
ante  y  un  aumento  también  en  la  frecuencia  de  muestreos

 análisis  de  los  suelos.
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Tabla  3  Recuento  de  poblaciones  microbianas  resultante  de  3  tratamientos  de  fertilización  aplicados  al  suelo  de  4  cultivares
mejorados de  cacao  y  una  variedad  local,  a  los  2  meses  posteriores  a  la  plantación  en  la  parcela  experimental  de  Cerro  Camarón,
Oaxaca

Cultivares

Tratamiento

B  T  Q  B  T  Q  B  T  Q
Bacterias

mesófilas  aerobias
Bacterias

solubilizadoras
de  fósforo

Bacterias  fijadoras
de  nitrógeno

(NMP)
1 ×  105 UFC/g  1  ×  104 UFC/g  1  ×  101 UFC/g

Inifap  1 b106a  b96a  a110a  c15c  a75a  a30b 40  1.400  300
Inifap 8 c75c  b86a  a85b  bc35a  ab60a  a30a 75  1.100  1.100
Inifap 9 ab121a  b84a  a87a  a125a  a65b  a30c 450  45  1.100
Cacao criollo a140a a145a a100a b70a b35a a30a 16  1.100  150
Local c50c b75b a83a bc55a a65a a45a 1.100  200  20

Letras del lado derecho muestran la comparación estadística entre tratamientos para los 5 cultivares de cacao. Letras del lado izquierdo
muestran la comparación estadística entre variedades de un mismo tratamiento. Letras iguales no muestran diferencia estadística entre
tratamientos y variedades (Tukey p ≤ 0,05).
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B: consorcio bacteriano (biofertilización); T: testigo; Q: fertilizaci
colonias.

La  cantidad  de  fósforo  hallada  en  el  suelo  a  los  2  meses  se
justa  a  lo  esperado:  la  mayor  cantidad  la  encontramos  en
l  tratamiento  de  fertilización  química,  seguido  del  biofer-
ilizante,  y  en  el  testigo  encontramos  la  menor  cantidad.  Sin
mbargo,  a  los  12  meses  las  cantidades  disminuyen  drástica-
ente  en  todos  los  tratamientos,  lo  que  demuestra  que  los

fectos  del  fertilizante  químico  y  del  biológico  en  el  fósforo
isponible  en  el  suelo  son  a  corto  plazo.  Asimismo,  la  apli-
ación  del  consorcio  bacteriano,  en  las  dosis  y  frecuencias
encionadas,  no  se  reflejó  en  la  cantidad  de  BSF  obtenidas

lrededor  del  tallo  bajo  la  copa  de  las  plantas  de  cacao,  en
onde  el  testigo  presentó  la  mayor  población  bacteriana.
Si  bien  las  poblaciones  de  bacterias  nativas  en  el  suelo
ignifican  una  competencia,  también  pueden  facilitar
l  establecimiento  de  los  consorcios  bacterianos  por

n
l
e

Tabla  4  Recuento  de  poblaciones  microbianas  resultante  de  3  tr
de cacao  a  los  12  meses  posteriores  a  la  plantación  en  la  parcela  e

Cultivares B  T  Q  B  

Bacterias
mesófilas  aerobias

Bacte
de

1 ×  105 UFC/g  1

Inifap  1 bc83b  b115a  c64c  a30a  a2
Inifap 8 b86b  b108a  c59c  a50a  a4
Inifap 9 a118b  a154a  bc75c  a30a  a3
Cacao criollo cd66c  b99a  ab86b  a10a  a6
Local d60c b100b  a102a  a20a  a2

Letras del lado derecho muestran la comparación estadística entre tr
estadística entre cultivares de un mismo tratamiento. Letras iguales n
(Tukey p ≤ 0,05).
B: consorcio bacteriano (biofertilización); T: testigo; Q: fertilización qu
colonias.
ímica; NMP: número más probable; UFC: unidades formadoras de

noculación,  mejorando  la  fertilidad  del  suelo  a  través  de
a  regulación  de  los  ciclos  biogeoquímicos  e  influyendo
n  la  cinética  de  afluencia  de  nutrientes  y  agua38,  en
l  incremento  de  elementos  químicos  disponibles34 y  en
a  activación  o  inhibición  de  enzimas  microbianas38 y  de
rocesos  de  degradación8,28.  En  este  contexto,  las  BSF
obran  vital  importancia  en  el  manejo  de  estos  suelos
cidos  tropicales,  dado  que  los  fosfatos  se  encuentran
nsolubles11, fijados  al  aluminio  o  al  hierro,  así  como
ormando  compuestos  orgánicos  en  el  humus37.

Es  importante  mencionar  que  las  plantas  de  cacao
ncrementaron  considerablemente  su  tamaño,  altura,  DBT,

úmero  de  ramas  y  número  de  hojas  a  los  12  meses  de
a  plantación,  y  que  fue  el  tratamiento  de  biofertilización
l  que  presentó  los  mayores  valores.  En  particular,  el  DBT

atamientos  de  fertilización  aplicados  al  suelo  de  5  cultivares
xperimental  Cerro  Camarón,  Oaxaca

Tratamiento

T  Q  B  T  Q

rias  fijadoras
 nitrógeno
(NMP)

Bacterias
solubilizadoras  de

fósforo
 ×  104 UFC/g  1  ×  101 UFC/g

0a  a10a 35  45  30
0a  a10b 75  150  45
0a  a10a 20  45  15
0a  a40a 20  95  4
0a  a20a 15  200  7

atamientos. Letras del lado izquierdo muestran la comparación
o muestran diferencia estadística entre tratamientos y cultivares

ímica; NMP: número más probable; UFC: unidades formadoras de
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Inoculantes  bacterianos  edáficos  de  cacao  

está  relacionado  con  el  transporte  de  agua  y  nutrientes,  y
refleja  el  tamaño y  la  eficiencia  del  sistema  radicular  en
el  suelo16,39.  Aunque  existe  una  correlación  entre  la  altura
a  los  2  meses  de  la  plantación  y  el  tratamiento  de  bio-
fertilización,  las  diferencias  entre  tratamientos  fueron  aún
mayores  a  los  12  meses  del  crecimiento  en  nuestras  condi-
ciones  experimentales30.

Otros  autores  han  reportado  los  efectos  favorables  de
la  aplicación  de  este  tipo  de  consorcios  bacterianos  en  dis-
tintos  cultivos  vegetales.  Por  ejemplo,  Díaz-Medina  et  al.9

utilizaron  A.  chroococcum  y  BSF,  y  observaron  un  efecto
favorable  de  hasta  un  33%  sobre  el  crecimiento  y  el  des-
arrollo  de  plántulas  de  cafeto.  Galindo  et  al.12 observaron
un  incremento  en  la  altura  de  plantas  de  Avicennia  germi-
nans  al  aplicar  una  mezcla  de  BFN  (Azotobacter  vinelandii)
y  solubilizadoras  de  fósforo  (Aquaspirillum  sp.).

De  acuerdo  con  Acosta-Echeverría  et  al.1,  la  respuesta  de
un  órgano  específico  (yemas,  ápice,  tallos,  raíz)  es  depen-
diente  de  la  concentración  de  receptores  hormonales  y  la
efectividad  de  la  unión  receptor-hormona,  por  lo  que  dichos
factores  explicarían  los  cambios  morfológicos  específicos
obtenidos  por  las  distintas  variedades  de  cacao,  que  mos-
traron  el  mayor  incremento  en  alguno  de  sus  órganos  por
efecto  de  la  inoculación  de  bacterias  benéficas24.

En  lo  que  respecta  al  efecto  de  la  fertilización  química
en  las  plantas,  se  observó  que  no  hubo  diferencias  significa-
tivas  con  el  tratamiento  testigo.  La  cantidad  y  la  frecuencia
de  aplicación  del  fertilizante  químico  pudo  haber  sido  limi-
tante,  aunque  la  interacción  con  el  tipo  de  suelo  (textura
arcillosa,  alta  acidez  y  drenaje  deficiente)31,32 y  la  canti-
dad  de  sombra  también  podrían  haber  estado  implicadas.
Diversos  autores  reportan  efectos  similares  en  estudios  de
campo,  en  los  que  la  respuesta  de  los  cultivares  de  cacao
a  la  fertilización  química  no  siempre  es  homogénea19,23,36.
En  un  estudio  amplio  que  comprendió  diez  localidades  del
oriente  colombiano,  en  el  que  se  evaluaron  diferentes  dosis
de  fertilizante  (la  más  alta  fue  368  g  de  N/planta  por  año,
90  g  de  P2O5 y  600  g  de  K2O),  no  se  observaron  diferencias
significativas  con  relación  con  un  testigo  sin  fertilizante10.

Se  debe  considerar  también  que  el  cacao  es  un  cultivo
que  crece  bajo  sombra,  lo  cual  indica  que  las  variaciones
de  crecimiento  pueden  verse  afectadas  por  las  condiciones
agroecológicas,  en  donde  la  exposición  solar  es  primordial,
ya  que  influye  en  otros  factores  microclimáticos,  como  la
temperatura,  la  humedad  relativa,  la  evaporación  y  la  dis-
ponibilidad  de  agua  en  el  suelo,  además  de  factores  que
inciden  en  la  fertilidad  del  suelo,  como  la  velocidad  de
incorporación  y  descomposición  de  la  hojarasca6.

Finalmente,  es  de  suma  importancia  resaltar  la  diferen-
cia  de  efectos  positivos  en  el  desarrollo  de  frutos  de  cacao
a  favor  de  los  tratamientos  de  biofertilización  en  compara-
ción  con  la  fertilización  química:  a)  estos  microorganismos,
al  ser  simbióticos  con  las  plantas,  apoyan  su  nutrición  y
regeneran  el  suelo;  b)  por  su  naturaleza  ecológica  y  susten-
table,  constituyen  una  alternativa  limpia  ya  que  no  dañan
el  medio  ambiente;  c)  permiten  aprovechar  residuos  orgá-
nicos  y  recuperar  la  MO  del  suelo,  además  de  permitir  la
fijación  del  nitrógeno  y  el  carbono,  mejorando  la  capaci-
dad  de  los  vegetales  para  absorber  agua;  d)  en  comparación

con  los  fertilizantes  químicos,  suelen  necesitar  menos  ener-
gía  y  las  cepas  son  obtenidas  de  la  microbiota  autóctona
circundante  a  los  cultivos  objeto  de  biofertilización,  por  lo
363

ue  la  especificidad  es  sumamente  alta;  e)  los  microorganis-
os  simbiontes  son  capaces  de  activar  la  respuesta  inmune
e  las  plantas,  así  como  respuestas  moleculares  sistémicas,
ue  las  ayudan  a  combatir  infecciones  virales,  fúngicas  y
acterianas20,22.

Aunado  a  lo  anterior,  siempre  será  necesario  validar  los
esultados  obtenidos  con  la  producción  de  frutos  y  semillas,
decuando  la  cantidad  y  la  frecuencia  de  la  aplicación  de
ertilizantes  biológicos  y  químicos.  También  es  preciso  rea-
izar  análisis  de  suelos  con  mayor  detalle.  Estas  acciones  en
onjunto  permitirían  orientar  de  una  mejor  manera  a  los
roductores  de  cacao  bajo  sistemas  agroforestales  tradicio-
ales,  al  mismo  tiempo  que  contribuirían  a  una  mejor  labor
e  conservación  de  la  biodiversidad  y  promoción  de  otros
ultivos  con  valor  comercial  importante.
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