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Resumen

El presente estudio se realizó en el vivero de la carrera

de Ingeniería Agrícola de la Escuela Superior Politécnica

Agropecuaria de Manabí, Ecuador, con el objetivo

de evaluar el efecto de microorganismos benéficos y

sustancias húmicas sobre el crecimiento y calidad de

plántulas de cacao (Theobroma cacao L.) en condiciones

de vivero y a su vez, la hipótesis fue la aplicación

individual y combinada de microorganismos benéficos y

sustancias húmicas mejora el crecimiento y calidad de las

plántulas de cacao. Se empleó un Diseño Completamente

al Azar (DCA) con 4 repeticiones y 8 tratamientos,

que incluyeron la aplicación singular y combinada de

Trichoderma spp., Bacillus subtilis y ácidos húmicos y

fúlvicos, además de un tratamiento testigo con agua. Se

evaluaron variables de crecimiento aéreo y radicular. El

análisis de varianza y la prueba de Tukey (p<0,05) no

evidenciaron diferencias estadísticas significativas entre

los tratamientos; sin embargo, varios de ellos presentaron

mayores promedios numéricos en comparación con

el testigo. Se concluye que algunos bioestimulantes

evaluados muestran potencial para mejorar el desarrollo

de plantines de T. cacao, por lo que se recomienda realizar

investigaciones adicionales que permitan confirmar su

efecto en la calidad de planta. .

Palabras clave: Bacillus subtillis, Bioestimulante, cacao,

sustancias húmicas, Trichoderma spp.
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Abstract

This study was conducted in the nursery of the

Agricultural Engineering program at the Higher

Polytechnic School of Agriculture of Manabí, Ecuador,

with the objective of evaluating the effect of beneficial

microorganisms and humic substances on the growth

and quality of cacao (Theobroma cacao L.) seedlings

under nursery conditions. The hypothesis was that

the individual and combined application of beneficial

microorganisms and humic substances would improve

the growth and quality of cacao seedlings. A Completely

Randomized Design (CRD) with four replicates and eight

treatments was used. These treatments included the single

and combined application of Trichoderma spp., Bacillus

subtilis, and humic and fulvic acids, as well as a control

treatment with water. Aerial and root growth variables

were evaluated. The analysis of variance and Tukey’s test

(p<0,05) did not reveal statistically significant differences

between treatments; however, several treatments showed

higher numerical averages compared to the control. It

is concluded that some of the biostimulants evaluated

show potential to improve the development of T. cacao

seedlings, so it is recommended that further research be

carried out to confirm their effect on plant quality.

Keywords: Bacillus subtilis, Biostimulant, cacao, humic

substances, Trichoderma spp.
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1. Introducción

El cacao (Theobroma cacao L.) constituye uno de los cultivos

de mayor importancia económica y social en las regiones

tropicales, debido a su aporte a la seguridad alimentaria,

generación de ingresos y sostenibilidad de pequeños [1].

La calidad de las plántulas en etapa de vivero representa

un factor determinante para el establecimiento exitoso del

cultivo en campo, debido a que las plantas vigorosas y bien

desarrolladas demuestran mayor capacidad de adaptación,

crecimiento y productividad [2, 3]. En este sentido, el manejo

correcto de las condiciones nutricionales y sanitarias durante

las fases iniciales es fundamental para asegurar un óptimo

desarrollo vegetativo y radicular [4, 5].

En vivero, las plántulas de cacao pueden verse afectadas por

distintos factores limitantes, entre ellos la baja disponibilidad

de nutrientes, el uso incorrecto de fertilizantes, enfermedades

radiculares y condiciones ambientales desfavorables, las

cuales reducen el vigor y la calidad fisiológica de las

plantas [6, 7]. Estas limitaciones afectan de manera

directa la absorción de agua y nutrientes, comprometiendo

el crecimiento inicial y el establecimiento posterior del

cultivo [8]. El uso incorrecto de agroquímicos en sistemas

convencionales ha sido relacionado con impactos negativos

en la salud de los agricultores y en la calidad ambiental,

incluyendo la reducción de la biodiversidad microbiana y

la alteración de procesos ecológicos esenciales [9, 10]. Por

ello, actualmente existe interés en implementar alternativas

sostenibles que puedan mejorar el desarrollo de las plántulas

mediante el uso de bioestimulantes y microorganismos

benéficos [11, 12, 13].

Los microorganismos benéficos, como Trichoderma spp.

Y Bacillus subtilis, han demostrado efectos positivos en

el crecimiento vegetal y en la protección de las plantas

frente a diversos factores de estrés [14, 15, 16, 17].

Trichoderma favorece el desarrollo radicular mediante la

producción de fitohormonas y la estimulación de procesos

fisiológicos relacionados con la absorción de nutrientes,

además de ejercer control biológico frente a fitopatógenos

del suelo [18, 19, 20]. Por su parte, B. subtilis participa en

la solubilización de nutrientes, producción de metabolitos

promotores del crecimiento y estimulación de mecanismos

de defensa vegetal [21, 22].

Adicionalmente, las sustancias húmicas y fúlvicas

constituyen compuestos orgánicos derivados de la

descomposición de la materia, ampliamente reconocidos

por su capacidad bioestimulante sobre las plantas [[23, 24].

Estas sustancias mejoran la estructura del suelo, incrementan

la retención de humedad favoreciendo la disponibilidad

y absorción de nutrientes, contribuyendo al crecimiento

y desarrollo vegetal [25]. Además, estimulan la actividad

microbiana del suelo y fortalecen el desarrollo radicular,

aspectos relevantes durante la producción de plántulas en

vivero [26].

Diversos estudios reportan efectos favorables de

microorganismos benéficos y sustancias húmicas aplicados

de forma independiente sobre el crecimiento de cultivos

agrícolas [[27, 28]. Sin embargo, aún existe información

limitada relacionada con los efectos de su aplicación

combinada en plántulas de cacao bajo condiciones de vivero,

en especial en relación con variables agronómicas asociadas

al crecimiento inicial y calidad vegetal [29].

En este contexto, el objetivo de la presente investigación fue

evaluar el efecto de microorganismos benéficos y sustancias

húmicas sobre el crecimiento y calidad de plántulas de cacao

(Theobroma cacao L.) en condiciones de vivero y a su vez,

la hipótesis fue la aplicación individual y combinada de

microorganismos benéficos y sustancias húmicas mejora el

crecimiento y calidad de las plántulas de cacao.

2. Materiales y Métodos

Ubicación de la zona de estudio

El presente trabajo se realizó en la Unidad de Docencia,

Investigación y Vinculación Ecológica de la carrera de

Ingeniería Agrícola de la Escuela Superior Politécnica

Agropecuaria de Manabí Manuel Félix López, ubicada en el

sitio El Limón, parroquia Calceta, cantón Bolívar, provincia

deManabí, situada geográficamente a 00° 49´23´´ Latitud sur

y 80°11´01´´ de latitud oeste, a 15 msnm.

Material Vegetal

Se utilizaron semillas de cacao (Theobroma cacao L) del

clon CCN-51, seleccionado por su alta productividad, vigor

vegetativo y tolerancia relativa a plagas y enfermedades. Las

semillas fueron obtenidas de frutos fisiológicamente maduros

y sometidas a un proceso de observación para garantizar sus

condiciones sanitarias.

Preparación del sustrato y manejo experimental

El sustrato utilizado estuvo compuesto por suelo agrícola

y cascarilla de arroz en proporción 3:1. La mezcla

fue homogenizada manualmente y colocada en fundas

de polietileno de 30x20 cm. La siembra se realizó de

forma directa en vivero. Posteriormente, las plántulas

permanecieron bajo condiciones controladas de humedad y

manejo agronómico durante el periodo experimental.

Tratamientos

Se evaluaron 8 tratamientos correspondientes a la aplicación

individual y combinada de microorganismos benéficos y

sustancias húmicas y fúlvicas (Tabla 1).

Tabla 1: Tratamientos y dosis aplicadas en plántulas de cacao.

Tratamientos Dosis
T1 Trichoderma spp 1,5 ml l-1
T2 Bacillus subtilis 5 ml 1l
T3 Ácidos húmicos y fúlvicos 10 ml 1l
T4 (Trichoderma) + (Bacillus subtillis) 2,2ml+15ml 1l
T5 (Bacillus subtilis) + (Ácidos húmicos y fúlvicos) 7,5ml+15ml 1l
T6 (Trichoderma spp) + (Ácidos húmicos y fúlvicos) 2,2ml+15ml 1l
T7 (Trichoderma spp) + (Bacillus subtilis) + (Ácidos húmicos y fúlvicos) 1,5ml+5ml+10ml 1l
T8 (Testigo - Agua) 1l
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Diseño experimental

Se utilizó un Diseño Completamente al Azar (DCA), con

8 tratamientos y 4 repeticiones. Cada unidad experimental

estuvo conformada por 10 plántulas, para un total de 320

plantas evaluadas.

Los tratamientos fueron aplicados mediante drench cada 15

días durante 4 meses, empezando 15 días posteriores a la

germinación.

Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron: altura de planta (cm),

longitud radicular (cm), número de hojas, peso seco de raíz y

de planta (g), área foliar (cm2) y ritmo de crecimiento diario

(g día -1).

La altura de planta y longitud radicular se determinaron con

el uso de una cinta métrica graduada. El número de hojas se

registró de manera manual en cada plántula. Para determinar

el peso seco, las muestras vegetales fueron sometidas a

secado en estufa a 65 °C hasta alcanzar peso constante y

luego, pesarlas en una balanza digital de precisión. El área

foliar fue estimada mediante medición directa de las hojas

completamente expandidas.

Ritmo de crecimiento diario

Para la evaluación del crecimiento se calculó el ritmo de

crecimiento diario (RCD) propuesta por Cahyaningrum et. al.

(2024), mediante la siguiente expresión [30]:

Fórmula 1. Ritmo de crecimiento diario.

RCD =
PSf - PSi

tf - ti
= gdia−1 (1)

Donde:

RCD= Ritmo de crecimiento diario (gdia−1 )

PSf= Peso seco final (g)

Psi= Peso seco inicial (g)

tf-ti= Intervalo de tiempo evaluado (días)

Análisis estadístico

Los datos obtenidos fueron sometidos a análisis de varianza

(ANOVA) para determinar diferencias estadísticas entre

tratamientos. Previamente, se verificaron los de normalidad

y homogeneidad de varianzas.

Cuando el ANOVA presentó diferencias significativas, se

aplicó la prueba de comparación de medias de Tukey al 5%

de probabilidad. Para las pruebas estadísticas se utilizó el

software InfoStat.

3. Resultados y Discusión

Variables agronómicas

En las plántulas de cacao CCN51 en vivero, con la

combinación de microorganismos y ácidos húmicos y

fúlvicos, aumenta la producción de biomasa y proporciona

resistencia ante plagas y enfermedades [31]. Los resultados

alcanzados en esta investigación permiten sugerir que la

aplicación de los bioestimulantes a base de estos productos

de forma balanceada ayudan en el crecimiento fisiológico,

altura, longitud radicular, peso seco raíz, número de hojas,

peso seco de la planta.

La aplicación de microorganismos benéficos y sustancias

húmicas y fúlvicas mostró efectos variables sobre el

crecimiento vegetativo y radicular. Sin embargo, de acuerdo

con el análisis de varianza (ANOVA), no se detectaron

diferencias estadísticas significativas entre tratamientos

(p>0,05) en ninguna de las variables evaluadas.

En la variable altura de planta, el tratamiento T2 (Bacillus

subtilis) presentó el mayor promedio numérico con 44,17

cm, seguido de T3 (40) y T5 (41,75). No obstante, estas

diferencias no fueron estadísticamente significativas, por lo

que los tratamientos se consideran equivalentes al testigo.

Para la longitud radicular, el tratamiento T4(Trichoderma

spp. + Bacillus subtillis) alcanzó el valor más alto con 36,88

cm, aunque sin diferencias significativas respecto a los demás

(p=0,76). De forma general, el promedio de esta variable fue

de 32,12 cm.

En lo que respecta el peso seco de raíz, el tratamiento T4

presentó el mayor promedio con 2,44 g, seguido de T2 y

T7. Sin embargo, el análisis estadístico indica que no existen

diferencias significativas entre tratamientos (p=0,75), lo que

sugiere una respuesta homogénea de las plántulas ante las

aplicaciones realizadas.

Respecto al número de hojas, el tratamiento T3 (ácidos

húmicos y fúlvicos) demostró el mayor promedio con

24,75 hojas, aunque estadísticamente similar a los demás

tratamientos (p=0,86). El valor general fue de 22,53 hojas.

En contextos generales, aunque algunos tratamientos

evidenciaron valores numéricos superiores al testigo, no

se evidenciaron diferencias significativas, lo que indica

que los bioestimulantes evaluados no generaron efectos

diferenciados bajo las condiciones experimentales del

estudio.

Los resultados presentados en la Tabla 2 evidencian

variabilidad numérica entre tratamientos para las variables

agronómicas evaluadas. Sin embargo, el análisis estadístico

mediante ANOVA mostró valores de p>0,05 en todas

las variables, confirmando la ausencia de diferencias

significativas entre tratamientos. El coeficiente de variación

(CV) osciló entre 20,72 y 25,90%, lo que indica una

variabilidad experimental moderada a alta, probablemente

vinculada a factores ambientales del vivero o la variabilidad

biológica del material vegetal.
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Tabla 2: Efecto de tres productos a base de microorganismos, con ácidos húmicos y fúlvicos de las variables agronómicas de

las plántulas de cacao a los 60 días después de la aplicación.

Tratamientos Altura de
planta (cm)

Longitud
radicular (cm)

Peso seco
de raiz (g)

Numero
de hojas

60 días 60 días 60 días 60 días
T1 T SPP 37,75 33,25 2,13 20,63
T2 BS 44,17 32,88 2,31 21,13
T3 ÁHF 40 32,38 2,01 24,75
T4 (T SPP) + (SB) 38,88 36,88 2,44 23,25
T5 (BS) + (ÁHF) 41,75 28,88 2,01 24,25
T6 (T SPP) + (ÁHF) 38,25 27,18 1,96 19,25
T7 (T SPP) + (BS) + (ÁHF) 39,63 32,38 2,31 23
T8 (AGUA) 35,81 33,13 2,28 24
Promedios 38,45 32,12 2,18 22,53
P-Valor ANOVA 0,96 0,76 0,75 0,86
C.V% 20,72 23,87 20,95 25,9
NS, *, ** no significativos al 5% de probabilidad, significativos al 5%. Medias dentro de columnas con
letras distintas, difieren significativamente de acuerdo al test de Tukey al 5% de probabilidad de error.

Variable de crecimiento rápido

En la variable peso seco de planta, evaluada a los 20,40 y

60 días después de la aplicación, se demostró un incremento

progresivo en todos los tratamientos. A los 60 días, el

T2 (Bacillus subtilis) presentó el mayor valor con 12,07

g, seguido de T5 (11,44) y T7 (5,62). No obstante, el

análisis estadístico señaló que estas diferencias no fueron

significativas (p>0,05) (Figura 1).

Figura 1: Efecto de microorganismos, con ácidos húmicos y fúlvicos en el crecimiento de plántulas de cacao en peso de seco

de planta (g), a los 20, 40 y 60 días después de la aplicación.

En la variable área foliar, se observó una tendencia creciente

en el transcurso del tiempo en todos los tratamientos

evaluados. A los 60 días, el T7 (Trichoderma spp. +

Bacillus subtilis + ácidos húmicos y fúlvicos) presentó el

mayor promedio con 814,9 cm2, aunque sin diferencias

significativas respecto al resto de tratamientos (Figura 2).

Figura 2: Efecto de interacción de microorganismos, con ácidos húmicos y fúlvicos sobre el crecimiento aéreo foliar plántulas

de cacao (cm2), a los 20, 40 y 60 días después de la aplicación.
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El ritmo de crecimiento diario (RCD) presentó un incremento

progresivo desde los 20 hasta los 60 días en todos los

tratamientos evaluados. A los 60 días, el T2 (Bacillus subtilis)

mostró el valor más alto con 0,60 g día-1, seguido de T5

(0,57) y T7 (0,56) (Figura 3). Sin embargo, de acuerdo

con el análisis estadístico, no se detectaron diferencias

significativas entre tratamientos, lo que indica que los

bioestimulantes no modificaron de manera comprobable la

tasa de acumulación de biomasa.

Figura 3: Efecto de interacción de microorganismos, con ácidos húmicos y fúlvicos sobre el ritmo de crecimiento diario de peso

seco en plántulas de cacao (g día-1), a los 20, 40 y 60 días después de la aplicación.

Los resultados obtenidos en esta investigación evidenciaron

variaciones numéricas entre tratamientos en las variables

agronómicas evaluadas, sin embargo, el análisis de

varianza no mostró diferencias estadísticas significativas

(p>0,05). Estos hallazgos indican que, bajo las condiciones

experimentales del estudio, la aplicación demicroorganismos

benéficos y sustancias húmicas no produjo respuestas

diferenciadas estadísticamente en el crecimiento de las

plántulas de cacao. No obstante, algunos tratamientos

presentaron promedios numéricos superiores respecto al

testigo, lo que podría sugerir una tendencia favorable que

requiere mayor validación experimental.

Según Rodríguez et al. (2023), la aplicación de

bioestimulantes favorece el crecimiento morfológico de

plántulas de cacao en etapa de vivero, promoviendo

respuestas positivas en variables con relación al desarrollo

vegetativo [32]. De manera similar, Mientras que Cargua et

al. (2020), reportaron que el uso de biofertilizates asociados

a biochar, compuestos por consorcios microbianos, mejora

significativamente el crecimiento y la calidad de plántulas de

cacao en vivero, demostrando incrementos en las variables

como el área foliar, biomasa y calidad de planta [33].

De manera complementaria, De Souza et al. 2021, señalaron

que la aplicación de microorganismos benéficos puede

favorecer el crecimiento inicial y el desarrollo fisiológico

de las plantas mediante la estimulación radicular y mejora

en la absorción de nutrientes. Estos antecedentes concuerdan

levemente con las tendencias evidenciadas en el presente

estudio, donde algunos tratamientos presentaron mayores

promedios numéricos en variables de crecimiento respecto

al testigo [34]. Estos resultados fortalecen el papel de los

microorganismos benéficos en la promoción del desarrollo

inicial del cacao bajo condiciones controladas.

En altura de planta y ritmo de crecimiento diario, el

tratamiento con Bacillus subtilis presentó los mayores

promedios numéricos. Este comportamiento podría estar

asociado a la capacidad de esta bacteria para estimular

procesos fisiológicos relacionados con la absorción de

nutrientes y producción de metabolitos promotores de

crecimiento vegetal [35]. González et al. 2019, evidencian

que B. subtilis participa en mecanismos de bioestimulación

vegetal mediante la síntesis de sustancias promotores

del crecimiento y el mejoramiento de la disponibilidad

nutricional en el suelo [16].

En las variables longitud radicular y peso seco de raíz,

la combinación de Trichoderma spp. y Bacillus subtilis

mostró los mayores valores numéricos. Carranza et al. 2025,

reportaron incrementos en biomasa radicular y vigor inicial

de plántulas de cacao tratadas con este microorganismo

rizosférico. Destacando su potencial bioestimulante bajo

condiciones de vivero [36]. De manera complementaria,

Abasolo et al. (2025) evidenciaron que los microorganismos

rizosféricos también promueven el crecimiento y desarrollo

radicular en plántulas de cacao, reforzando la importancia de

los biorreguladores microbianos en el cultivo [37].

Respecto al número de hojas y área foliar, los tratamientos

que incluyeron sustancias húmicas y fúlvicas demostraron

mayores promedios en comparación con el testigo. Las

sustancias húmicas son reconocidas por favorecer la

disponibilidad y absorción de nutrientes, mejorar la retención

hídrica y estimular la actividad fisiológica vegetal [38, 39,

40]. Caballero et al. (2025) señalan que los ácidos húmicos

poseen capacidad promotora sobre el crecimiento vegetal

debido a su influencia en procesos fisiológicos y metabólicos

relacionados con la absorción de nutrientes y el desarrollo

radicular, lo que coincide parcialmente con las tendencias

visualizadas en el presente estudio [41].

Sin embargo, a pesar de las tendencias numéricas observadas,

las diferencias no alcanzaron estadísticas significativas. Esta

respuesta podría estar relacionada con diversos factores

experimentales. Los coeficientes de variación registrados en

algunas variables fueron moderadamente altos, en especial

en número de hojas y longitud radicular, lo cual evidencia

una importante variabilidad biológica entre las plántulas

evaluadas. Esta variabilidad puede reducir la sensibilidad de

los análisis estadísticos y dificultar la detección de diferencias
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reales entre tratamientos.

Asimismo, el tiempo de evaluación posiblemente no fue

lo suficiente para demostrar respuestas fisiológicas más

marcadas derivadas de la aplicación de los bioestimulantes.

Pineda et al. (2022) y Sauvu et al. (2020) indican que los

efectos de microorganismos benéficos y sustancias húmicas

pueden manifestarse con mayor claridad en etapas más

avanzadas del desarrollo vegetal o bajo condiciones de estrés

[42, 43].

Otro factor que pudo influir en la ausencia de diferencias

significativas corresponde a las dosis aplicadas y

a la posible interacción entre microorganismos y

sustancias húmicas. Aunque ambos componentes presentan

efectos bioestimulantes reconocidos, su interacción no

necesariamente genera respuestas sinérgicas en todas las

condiciones del cultivo. Variables relacionadas con la

composición del sustrato, disponibilidad de nutrientes,

condiciones ambientales del vivero y variabilidad fisiológica

del material vegetal también pudieron influir en la respuesta

de las plántulas.

Los resultados obtenidos tienen leve concordancia con Rojas

et al. (2025), quienes reportaron respuestas favorables en

el crecimiento inicial de plántulas de cacao mediante la

aplicación de Trichoderma spp. en condiciones de vivero,

destacando mejoras relacionadas con el vigor vegetal y la

formación de raíces [5]. De manera similar, Chávez et al.

(2022) observaron incrementos en variables agronómicas y

crecimiento foliar en ecotipos de esta especie vegetal tratadas

con cepas de este hongo biorregulador, sin embargo, los

autores indican que las respuestas de las plantas pueden variar

según las condiciones ambientales, el material vegetativo y

el manejo agronómico. Estos antecedentes podrían explicar

las tendencias numéricas observadas en el presente trabajo

de investigación, a pesar de la ausencia de diferencias

estadísticas significativas entre los tratamientos [44]. En este

mismo contexto, Carranza et al. (2025) también demostraron

que la distribución de este microorganismo en la propagación

de Theobroma cacao L., bajo distintos sustratos mejora el

desarrollo y la calidad de los plantines, favoreciendo su

establecimiento germinativo [45].

Por lo general, aunque no se demostraron diferencias

significativas, los resultados sugieren que algunos

tratamientos podrían contribuir al crecimiento inicial de

plántulas de cacao bajo determinadas condiciones de control.

Por ello, se recomienda desarrollar futuras investigaciones

considerando mayores periodos de monitoreo. Ajustes en

las dosis aplicadas, incremento del número de repeticiones

y evaluación de variables fisiológicas y microbiológicas

complementarias que permitan comprender mejor la

interacción entre microorganismos benéficos y sustancias

húmicas y fúlvicas en vivero.

4. Conclusiones

La aplicación de microorganismos benéficos y sustancias

húmicas y fúlvicas en plántulas de cacao, no generó

diferencias estadísticas significativas en las variables

agronómicas evaluadas bajo las condiciones experimentales

del presente estudio. No obstante, algunos tratamientos

presentaron mayores promedios cuantitativos respecto al

testigo, em especial en variables relacionadas con altura de

planta, longitud radicular y ritmo de crecimiento diario.

El tratamiento con Bacillus subtilis mostró los mayores

promedios numéricos en altura de planta y ritmo de

crecimiento diario, mientras que la combinación de

Trichoderma spp. y B. subtilis presentó tendencias favorables

en longitud radicular y peso seco de raíz. Asimismo, los

tratamientos que incluyeron sustancias húmicas y fúlvicas

evidenciaron respuestas cuantitativas superiores en variables

foliares y desarrollo vegetativo.
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