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Abstract

El empoderamiento del mercado latinoamericano de cacao Nacional fino de aroma se ha visto
limitado por los altos contenidos de cadmio (Cd) en las almendras. Proponemos un bioproceso
innovador, eficiente y climaticamente inteligente para reducir la bioacumulacion del Cd,
acompafiado por un protocolo de aplicacién en territorio. Este product implicara: (a) la
identificacidon de un suelo que bajo manejo organico contenga una microbiota capaz de promover
el desarrollo de plantas de CN sin necesidad de fertilizacidn sintética, principalmente fosforo (P)
y (b) el aislamiento de un consorcio de hongos nativos de suelos en plantaciones de cacao,
capaces de disminuir los coeficientes de bioacumulacion radicular y aéreo (CBr,a) del Cd.

Successful marketing of Latin-American Fine Aroma National cocoa (CN) is hampered by high
cadmium (Cd) content in the beans. For this, we will formulate an innovative, highly efficient and
climatically intelligent bioprocess to reduce the solubility of Cd in the rhizosphere of CN plants
with a protocol suitable for transfer to cocoa farms. At this stage of the Project, this product
involved: (a) the identification of a microbiota, native to organically managed soils in Ecuador,
capable support the growth of CN plants without the use of synthetic fertilizers, maily of the P-
type, and (b) the isolation of a consortia of soil fungi, native to CN plantations in Ecuador, that
have the ability to decrease the aerial and roots coefficients of bioaccumulation (CBr,a) of Cd.

Palabras Clave: Suelo, Cacao, Cadmio, Hongos saprobios, Micorrizas arbusculares.



Resumen Ejecutivo

Para la presente investigacion, plantulas de cacao nacional fino y de aroma (CN), crecieron en
suelos colectados de (a) plantaciones organicas de pldtano (S1) y de limén (S2) de Ecuador. La
mayor biomasa aérea y radicular en plantulas crecidas en S2, en comparaciéon con S1, fue
atribuida a la presencia en S2 de una microbiota mas diversa y con mayor biomasa que en S1,
capaz de promover el desarrollo de las plantulas a niveles iguales o superiores a los generados
por la aplicacidn de fertilizantes sintéticos.

En paralelo, en suelos de plantaciones organicas de CN categorizadas como sin cadmio (Cd) (S3),
o con Cd (S4), se determind la presencia de 1.5 veces mds esporas de hongos arbusculares
micorricicos (HA) en la rizésfera de plantulas de cacao creciendo en S3, comparado con los valores
en S4. La abundancia de HA se corresponde con los resultados obtenidos en el analisis de
glomalina de estos suelos, en donde en S3 se registraron altos valores de glomalina en
comparacion con S4. Los analisis de morfotipos de las esporas permitieron identificar siete
especies de HA en S3 y S4. Se destaca la presencia de Acaulospora mellea Unicamente en S4,
mientras que A. scrobiculata y Glomus brohultii fueron detectadas en S3 y S4. El mayor nimero
de esporas de ambos suelos fue de la especie morfotipo 1, que no pudo ser identificado
probablemente porque sea una especie nueva. El descubrimiento de esporas de A. mellea
exclusivamente en S4 la convierte en candidata para ser probado este hongo en plantas de CN
crecidas en altas concentraciones de Cd. Por otra parte, S3 y S4 mostraron gran nimero de
unidades de colonias de hongos saprobios (HS), mayor en S3. De estas colonias fungicas se
aislaron 46 cepas diferentes que mostraron un comportamiento y crecimiento distinto ante varias
concentraciones de Cd, en base al cual se seleccionaron 10 colonias diferentes de hongos
saprobios HS. Ademas, el grado de tolerancia de Cd del hongo de la coleccién de la Estacion
Experimental del Zaidin (EEZ), Phanerochaete chrysosporium, lo convierte en un hongo
interesante para ser incluido en el consorcio de HS que serdn evaluados en plantaciones de CN
en Ecuador. Estas cepas de HS tanto nativos como de coleccidén son interesantes para formar
junto con los HA un consorcio que se utilizara en el bioproceso de inmovilizaciéon de Cd en la
rizosfera de plantas de CN.



Introduccion

El empoderamiento del mercado latinoamericano de cacao Nacional fino y de aroma (CN) se ha
visto limitado por contenidos de cadmio (Cd) superiores a 0.8 mg/kg en las almendras (Zhao et
al., 2023). Esto ocurre como resultado de los altos contenidos de Cd en los suelos y en los
fertilizantes sintéticos, principalmente los fosforados (Umayangani et al.,, 2021).
Desafortunadamente, todos los intentos de limitar la absorciéon de Cd mediante el uso de distintos
patrones o la generacidn de hibridos y clones de CN con bajas tasas de absorcién de Cd, no han
dado los resultados esperados por los agricultores (Zarrillo et al., 2018).

Se ha visto, la habilidad que tienen los hongos micorrizicos arbusculares (HA) de reducir la
bioacumulacién del Cd (Colombo et al., 2020; Ghomsi et al., 2023), mediante un proceso de
fitoestabilizacién de este metal pesado en la rizésfera de las plantas de cacao (Luis-Alaya et al.,
2023). En paralelo se demostré la efectividad de hongos saprobios (HS) como biorremediadores
en suelos con altos contenidos de metales pesados (Nazir et al., 2023), mediante mecanismos de
fitoestabilizacién, bioabsorcion periplasmica, bioacumulacién intracelular, biotransformacién y
produccién de sideréforos (Wang et al., 2021), directamente a través de reacciones enzimaticas
o indirectamente a través de la produccidn de metabolitos secundarios (Akhtar et al., 2020).
Resultados publicados recientemente por Guerra Sierra et al. (2022) sefialan la habilidad del HS
Talaromyces santanderensis de colonizar plantas de cacao en suelos contaminados con Cd, en
Colombia.

A nivel mundial, son numerosos los estudios que confirman la importancia de la microbiota del
suelo para el éptimo desarrollo de plantulas de cacao (Quaye et al., 2021; Wigunanda et al., 2023),
como potencial biofertilizante (Navarro y Rozo, 2014; Ramirez Marrache et al., 2019), y
bioremediador (Garcia-Hernandez et al., 2017). Sin embargo, en Ecuador y Venezuela son escasas
las investigaciones llevadas a cabo sobre este tema, en una de estas se destaca la deteccién de
grandes poblaciones bacterianas nativas de suelos asociados a plantaciones de cacao en la
provincia de Los Rios en Ecuador (Ponce Gonzalez, 2019).

Basado en esta informacidn, los objetivos de esta fase del proyecto, en el marco del producto 3,
fueron, la identificacidn de un suelo que bajo manejo organico contenga una microbiota capaz de
promover el desarrollo de plantas de CN sin necesidad de fertilizacidn sintética, principalmente
fosforo (P). Para ello las plantulas de CN fueron tratadas con: (a) P, esencial para el desarrollo de
las plantulas al estar involucrado en los procesos metabdlicos de mitocondrias y cloroplastos
(Lambers, 2022); (b) melaza, enriquecedora del C organico del suelo (Pyakurel et al., 2019); y (c)
citoquininas, promotoras de la divisién y expansion celular en primordios radiculares, foliares y
caulinares (Li et al., 2021). Ademas, otro de los objetivos fue el aislamiento y caracterizacion
taxondmica morfoldgica de HA y HS nativos de suelos con y sin Cd en plantaciones de CN en la
Provincia de Manabi (Ecuador), que serdan empleados en el bioproceso para reducir el Cd soluble
en larizosfera de plantas de cacao mediante biorreactores y el consorcio de HA y HS seleccionado.



Objetivos
Objetivo general

El objetivo de la actividad es la seleccidn de suelos para el aislamiento, propagacién y evaluacién
de HA (hongos arbusculares) y HS (hongos saprobios) autéctonos para formulacién del
bioproceso.

Objetivos especificos

Como parte del componente 2 de formulacion del bioproceso en biorreactores (TRL 3-4) nos
planteamos los siguientes objetivos especificos:

1) Seleccionar suelos bajo manejo organico con microbiota capaz de promover el desarrollo
de plantas de CN sin necesidad de fertilizacidn sintética.

2) Aislar HA (hongos arbusculares) y HS (hongos saprobios) autéctonos de suelos
contaminados con Cd para utilizar en el bioproceso de inmovilizacién de Cd en la rizosfera
de plantas de CN.



Metodologia

Para cumplir con el objetivo 1, se crecieron plantulas de CN EET103 en bolsas de plastico negro
de 2 kg, rellenas con suelos colectados en el horizonte superficial entre 5 a 30 cm de profundidad,
en plantaciones orgdnicas de platano (S1) (1°00'32.8"S 80°23'09.5"W), y de limén (S2)
(1°00'26.6"S 80°23'10.4"W), en la provincia de Manabi, Ecuador. Al momento de la siembra en S1
y S2, las bolsas de crecimiento fueron divididas en grupos de diez y los suelos fueron tratados con
los siguientes tratamientos: 10 g kg™ P, 3 mmol de melaza, o 5 pmol de citoquininas. Ademas,
plantulas de CN crecidas en suelos S1 y S2 sin ninguna enmienda sirvieron como controles. En
cada tratamiento en S1yS2, se determind la altura del tallo de las plantulas con una regla metdlica
a intervalos de 7 dias y hasta las 22 semanas después de la germinacién. La determinacién del
contenido de clorofila se llevé a cabo en hojas maduras totalmente expandidas en plantulas de
22 semanas de edad, con un equipo portatil SPAD Minolta. El programa GraphPad Prims fue
utilizado para los andlisis estadisticos de los datos que incluyeron la determinacion de la media
estadistica y el error estandar de la media estadistica, y una ANOVA de 1 via para las unidades
SPAD con un nivel de significacion de p<0.05.

Para cumplir con el objetivo 2, se llevé a cabo el aislamiento de hongos arbusculares (HA) y hongos
saprobios (HS) en la rizosfera de plantulas de CN EET103 sembradas en bolsas de plastico de 2 kg
conteniendo suelo: (a) sin Cd (S3), colectado en el horizonte superficial de una parcela de CN
orgdnico en el campus La Teodomira de la UTM, (b) con Cd (S4), de una finca asociada a la
Corporacién Fortaleza del Valle. El aislamiento de las esporas de HA se realizé siguiendo el
protocolo descrito por Cuenca y Meneses (1996). Los HA se identificaron morfolégicamente por
el método de tamizado humedo del suelo y decantacién (Gerdemann y Nicolson, 1963). Ademas,
se recolectaron propdgulos de HA a partir de las muestras de S3 y S4 (esporas de HA y raices
colonizadas de plantas de cacao), los cuales se desinfectaron superficialmente y se incubaron en
gotas gelificadas para su germinacidn, y posterior cultivo in vitro en asociacién a raices
transformadas de zanahoria (Silvani et al., 2008). Esto se realizé con el propdsito de poner a punto
la técnica con esas especies de HA, y asi lograr obtener cepas puras y poder evaluar su efecto
frente a suelos contaminados con Cd. Por otra parte, se cuantificdé el contenido de glomalina
(fraccion facilmente extractable) en muestras de S3 y S4, glicoproteina que producida por los HA
estd asociada al secuestro e inmovilizacién de metales pesados en el suelo, por lo que es
importante como indicador de la salud del suelo (Rodriguez-Rodriguez et al., 2021).

El aislamiento de HS nativos de suelos se realizé segun Siles et al. (2014) por el método de dilucién
seriada, en los medios de cultivos agar extracto malta (MEA) y agar patata dextrosa (PDA)
especificos para cultivo de hongos, al que se le adiciond estreptomicina (12 mg/ml) para evitar el
crecimiento de bacterias. Ademas, se utilizardn alguna cepa de la coleccién de la Estacion
Experimental del Zaidin aislada en suelos contaminados con metales pesados como control para
los ensayos de tolerancia, a distintas concentraciones de Cd, de los HS nativos de suelos de
Ecuador.



Resultados

Las mediciones de altura (Grafico 1A) realizadas para seleccionar suelos bajo manejo organico
con microbiota para el crecimiento de plantas de CN sin fertilizacidn inorgdnica, permitieron la
categorizacion de las plantulas S1 en tres grupos: (i) grupo 1 con las mayores alturas, constituido
por las plantulas S1+melaza y S1+P; (ii) grupo 2 con alturas medias, constituido por las plantulas
Sl+citoquininas; y (iii) grupo 3, constituido por las plantulas S1 control. Por el contrario, en S2
(Gréfico 1B), las plantulas fueron catalogadas en 2 grupos: (i) grupo 1 constituido por las plantulas
S2 control, S2+P, y S2+citoquinica, con las mayores alturas; vy (ii) grupo 2 representado por las
plantulas S2+melaza, con las alturas mas bajas.

Grafico 1. Altura de las plantulas de cacao nacional crecidas en suelos colectados en

plantaciones organicas de (A) platano (S1), y (B) limén (S2), sometidas a los tratamientos con P,
melaza, y citoquininas.
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Los datos representan la media estadistica de 10 repeticiones * el error estandar de la media
estadistica.

Los contenidos de clorofila en las plantulas S1 fueron, de mayor a menor, en el orden de: S1+P y
Sl+melaza > S1+citoquininas > control (Grafico 2A). Por el contrario, los contenidos de clorofila
en plantulas S2 nos mostraron diferencias significativas entre los tratamientos (Grafico 2B),
siendo los valores absolutos 1,75 veces mas altos que en las plantulas S1.
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Grafico 2. Contenido de clorofila en unidades SPAD en plantulas de cacao nacional crecidas en
suelos colectados en plantaciones organicas de platano (S1) (A) y limoén (S2) (B), y sometidas a
los tratamientos con P, melaza, y citoquininas.
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Las barras indican la media estadistica de 10 repeticiones * el error estandar de la media
estadistica. Barras seguidas por la misma letra son estadisticamente similares a p<0.05.

En paralelo y a partir de suelo sin Cd (S3) y en presencia de Cd (S4) se realizé el aislamiento de
hongos arbusculares (HA) y se determind la presencia de 1.5 veces mas esporas de HA en S3
comparado con los valores en S4. Los analisis de morfotipos de las esporas permitieron identificar
morfoldgicamente seis especies distintas de HA en el suelo S3 y cuatro en el S4 (Cuadro 1y Grafico
3). Se destaca la presencia de Acaulospora cf. Papillosa, Funneliformis geosporus y A. excavata
Unicamente en S3, mientras que Morfotipo 1, A. scrobiculata y Glomus brohultii fueron
detectadas tanto en S3 como en S4. Hay que destacar la aparicién de A. mellea solo en suelos en
presencia de Cd.

Cuadro 1. Lista de morfotipos de hongos arbusculares de las muestras analizadas en los suelos
sin Cd (S3) y con Cd (S4).

S3 (sin Cd) S4 (+Cd)

Morfotipo 1

Acaulospora scrobiculata

Glomus brohultii

Acaulospora cf. papillosa Acaulospora mellea

Funneliformis geosporus

Acaulospora excavata
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7

Grafico 3. Diversidad de hongos arbusculares de los suelos S3 (sin Cd) y S4 (con Cd). A:
Morfotipo la. Glomus sp. nov.; B: Acaulospora scrobiculata; C: Funneliformis geosporus;
D: Glomus brohultii; E: Acaulospora mellea; F: Acaulospora cf. Papillosa; G: Acaulospora
excavata. Observaciones taxonémicas por Dra. Gisela Cuenca.

Asimismo, se propagaron los HA de ambos suelos mediante la confeccién de cultivos trampa, los
cuales son mantenidos en condiciones controladas de invernadero para eventualmente aislar y
cultivar in vitro algunas de las cepas en asociacion a raices transformadas. Las esporas de HA
recolectadas directamente de las muestras de ambos suelos y raices de plantas de cacao, se
desinfectaron superficialmente y se incubaron a 252C en oscuridad para su germinacion (Gréfico
4). Se logrd la puesta a punto del método, lo que permitird aislar HA a partir de los propagulos
obtenidos de los cultivos trampa.
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Grafico 4. Propagulos de los HA aislados de los suelos S3 (sin Cd) y S4 (con Cd),
desinfectados superficialmente e incubados para su germinacion y cultivo in vitro. A-C:
Esporas de HA desinfectadas y puestas a germinar; D: Sistema de incubacion para la
germinacion de esporas y fragmentos de raices de cacao colonizados por HA.

La abundancia de HA se corresponde con los resultados obtenidos en el andlisis de glomalina de
estos suelos, en donde en S3 se registraron altos valores de glomalina (1,48 + 0,23 mg/gr suelo)
en comparacion con S4 (0,71 + 0,10 mg glomalina/gr suelo).

S3(S/Cd) S4 (c/ cd)
Suelos

Grafico 5. Contenido de glomalina (fraccién facilmente extractable) presente en los suelos S3
(sin Cd) y S4 (con Cd).
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Ademas, a partir de suelos sin Cd (S3) y en presencia de Cd (S4) se realizo el recuento unidades
formadoras de colonias (UFC) de hongos saprobios (HS), después de cinco dias de incubacién, en
dos medios distintos MEA y PDA. En general el S3 mostré un mayor nimero de UFC/g de suelo en
comparacion con los valores detectados en S4 (Cuadro 2), destacando el medio PDA como el mas
favorable para el crecimiento de las colonias de HS.

Cuadro 2. Recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) de hongos por gramo de los
suelos sin Cd (S3) y con Cd (S4).

MEA (UF |
Suelos (UFC/g de suelo)
-1 2 3 a "
s3 Incontable 16 1 0 0
Incontable 18 5 0 0
sa Incontable 12 3 0 0
Incontable 10 1 0 0
PDA (UFC/gd I
Suelos (UFC/g de suelo)
-1 -2 3 a 5
Incontable 40 4 5 0
S3
Incontable 33 4 1 0
Incontable 45 4 0 0
S4
Incontable 31 7 0 0

A continuacién, se muestran imdagenes de las distintas colonias aisladas segin el método de
dilucion seriada de los suelos S3 y S4 en los dos medios de crecimiento MEA y PDA (Grafico 6).
Cada una de las colonias se separd individualmente para obtener cultivos puros y se consiguieron
aislar 46 cepas diferentes de ambos suelos (Grafico 7).
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Grafico 6. Imagen de la diversidad fuingica de hongos saprobios de los suelos S3 (sin Cd) y S4
(con Cd).
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Grafico 7. Fotografias de distintos hongos saprobios aislados de los suelos S3 (sin Cd) y S4 (con
Cd).
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De estas estas 46 colonias, 20 se aislaron del S3 y del suelo con Cd se aislaron 26. Estas colonias
se crecieron en presencia de distintas concentraciones de Cd (0, 10, 50 y 100 ppm) para
determinar su capacidad de tolerar este metal pesado y se obtuvieron distintos comportamientos
tal y como se observa en el Grafico 8. Se observd que un 25% de las 46 colonias fungicas no
crecieron, en un 29% no se observaron cambios ni en la morfologia ni en el color de la colonia y
del medio; sin embargo, se observaron modificaciones del color del medio ante la exposicién a
distintas concentraciones de Cd en un 13% de las colonias aislada y en un 24% de las cepas
fungicas se observaron cambios en el color del medio micelio. Hay que destacar que solo un 9%
de las cepas aisladas cambiaron tanto el color del medio como del micelio fungico ante las
distintas concentraciones de Cd.

Grafico 8. Comportamiento de los hongos saprobios aislados de los suelos S3 (sin Cd) y S4 (con
Cd) frente a distintas concentraciones de Cd (0, 10, 50 y 100 ppm).

m No hay crecimiento
No se observan cambios

m Modificacion del color del
micelio

m Modificacion del color del
medio

W Modificacion del micelio y
medio

En este experimento se determind ademas el crecimiento de los distintos aislados mediante la
mediciéon del didmetro de la colonia y los resultados obtenidos se detallan en el Grafico 9.
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Grafico 9. Crecimiento de los hongos saprobios (cm) aislados de los suelos S3 (sin Cd) y S4 (con
Cd) frente a distintas concentraciones de Cd (0, 10, 50 y 100 ppm).
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En base a este crecimiento se seleccionaron 10 cepas fungica, 4 (n24, 12, 32 y 35) entre las cepas
gue no mostraron cambios con las distintas concentraciones de Cd, 2 (n2 7 y 14) entre las que
modificaron el color del medio, 3 (n2 2, 15, 21) del grupo que transformo el color del micelio y
una cepa fungica (n2 22) entre las que cambid tanto el color del micelio como el del medio. Estas
10 cepas se utilizaran como inéculo de los biorreactores que junto con los hongos arbusculares
trataran de disminuir la concentracion de Cd en las plantas de cacao.

Ademas de estos hongos nativos nos planteamos seleccionar algun hongo de la coleccién de la
EEZ aislado de suelos contaminados con metales pesados como control. Se escogieron 8 cepas de
hongos de la coleccidn y se crecieron en concentraciones de 10 a 5000 ppm de CdCl; en medio
MEA tal y como se muestran en el Cuadro 3. De las cepas ensayadas destacd Phanerochaete
chrysosporium por su tolerancia a concentraciones de Cd de hasta 5000 ppm.
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Cuadro 3. Tasa de crecimiento (cm) de los hongos saprobios de la coleccion de la Estacion
Experimental del Zaidin (EEZ) en presencia de distintas concentraciones de Cd.

Cepa Concentracion CdCl; [ppm]
10 50 | 100 | 250 | 500 1000 | 2500 | 5000

Trametes versicolor +++ |+ |+ TR R — ——- ——- —
Phanerochaete chrysosporium | +++ | +++ | +++ | +++ | +++ ++ ++ +

Fusarium oxysporum ++ ++ ++ - - ——- ——- —
Pleurotus ostreatus 4+ | | | -—- — — —
Coprinellus radians +++ | ++ — —- — _—- —- —
Coriolopsis rigida " ey — — -—- —— —
Aspergillus niger —— | - — — — — — —
Bjerkandera adusta e I = = ++ — —- —— —

--: Sin crecimiento; +: crecimiento 0.3 cm; ++: crecimiento 0.6 cm; +++: crecimiento 0.9 cm
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Discusion

El mayor crecimiento, biomasa aérea y contenido de clorofila foliar de plantulas de CN en S2 se
consideran indicadores de la presencia en este suelo de una microbiota capaz de promover el
desarrollo de plantulas de CN a niveles iguales o superiores a los inducidos por la aplicacion de
fertilizantes sintéticos. Estas observaciones pueden ser adscritas a una mayor masa microbiana,
altamente diversa taxondmicamente en S2, probablemente compuesta por: (a) HA efectivos en
la solubilizacion del P del suelo, y HS capaces de contrarrestar los estreses abidticos estacionales
que afectan los cultivos agricolas en la Provincia de Manabi, y (b) Proteobacteria, Actinobacteria,
Acidobacteria y Bacteroidetes que usualmente colonizan la rizésfera de arboles citricos (Ngullie
et al.,, 2015) y utilizan para su crecimiento las fitohormonas, acido salicilico, indol acético y
jasmonico exudados al suelo por citricos como el limén (Vives-Peris et al., 2017). La revisidn de la
bibliografia no reveld ninguna informacion sobre la presencia de HA y HS en estos suelos de la
costa de Ecuador.

Muy relevante es el descubrimiento de esporas de Acaulospora mellea exclusivamente en S4 con
Cd. Esta HA tiene la capacidad de disminuir la fitoextraccion de metales pesados como el cobre
en suelos contaminados con ese elemento (Wang et al., 2007), por lo cual se considera como una
excelente candidata para ser incluida en el consorcio de HA que serdn probados en plantas de CN
crecidas en altas concentraciones de Cd. También importante es la presencia en S3 y S4 de las
especies generalistas: (i) Acaulospora scrobiculata, capaz de atenuar la toxicidad causada en
plantas por altos contenidos de cromo (Akhtar et al., 2019) y manganeso (Garcia et al., 2020) en
los suelos, y (b) Glomus brohultii que actia como biorremediador en suelos contaminados con
arsénico (Wu et al., 2009). El morfotipo 1 puede ser una especie nueva debido a que no pudo ser
identificado que presentd el mayor niumero de esporas aisladas de S3 y S4, lo cual facilitaria su
uso como indculo de HA en suelos con Cd y sin Cd. La abundancia y/o diversidad de especies de
HA fue superior en S3, lo que se corrobora con una mayor produccién de glomalina que en S4. Se
ha reportado en varios trabajos que la abundancia de la glomalina se relaciona con un buen
estado de salud de los suelos (Liu et al., 2022).

Los resultados obtenidos durante esta investigacién demostraron que se aislaron 46 cepas
fungicas en los suelos nativos S3 sin Cd y S4 con Cd. De estas, 10 cepas de HS seleccionadas tras
un proceso de evaluacién por sus habilidades de crecimiento en presencia de Cd, se consideran
unos excelentes candidatos para ser probados en plantas de CN con altas concentraciones de este
metal. De hecho, se ha descrito que la inoculacién fungica es fundamental en la proteccién de las
plantas frente a la toxicidad de metales pesados (Gramss & Hans, 2014; Fazli et al., 2015) y, en
concreto, para la proteccién de plantas de cacao frente a Cd (Guerra sierra et al., 2022). Por otra
parte, la capacidad de crecimiento del hongo de la coleccion de la EEZ aislado de suelo,
Phanerochaete chrysosporium, en medios de cultivo enriquecidos con hasta 5000 ppm de Cd, lo
convierte en un hongo interesante para ser incluido en el consorcio de HS que seran evaluados
en plantaciones de CN en Ecuador. Se ha descrito que la inoculacién con esta especie permite la
neutralizacion de ciertos metales pesados y entre ellos el Cd a través de la quelacidén y su gran
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capacidad de biosorcién (Chen et al., 2019; Huang et al., 2019).
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Conclusiones

(1) La alta actividad biolégica de la microbiota nativa de S2, equivalente a la aplicacién de P,
eliminard la necesidad de aplicar fertilizantes fosforados, considerados como una fuente externa
de Cd a las plantaciones de CN.

(2) Los hongos arbusculares Acaulospora mellea, Acaulospora scrobiculata, Glomus brohultii y el
morfotipo 1 son buenos candidatos para la inmovilizacidon de Cd en la rizosfera de plantas de
cacao nacional.

(3) La presencia de 10 cepas nativas de hongos saprobios aisladas de S3 sin Cd y S4 en presencia
de Cd y la alta tolerancia al Cd del hongo de la coleccidn de la Estacidon Experimental del Zaidin, P.
chrysosporium, incrementa la posibilidad de conseguir hongos saprobios altamente eficientes en
la inmovilizacion de Cd en la rizdsfera de cacao nacional.
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