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Resumen

Titulo: Efecto bioestimulante de la pulpa de café en el crecimiento y desarrollo de plantas de copoazu
(Theobroma grandiflorum)”

Autor: Maria Angélica Solano Gémez™

Palabras Clave: Alta irradiancia, Bioestimulacion vegetal, Copoazi (Theobroma grandiflorum),
Metabolismo antioxidante, Propiedades fisicoquimicas del suelo, Pulpa de café, Residuos
agroindustriales, Sistema suelo-planta.

Descripcion: El cambio climatico y la necesidad de implementar practicas agricolas sostenibles han
impulsado la busqueda de alternativas que mejoren la resiliencia de los cultivos frente a condiciones
ambientales adversas. En este contexto, la valorizacion de residuos agroindustriales representa una
oportunidad para desarrollar insumos con potencial bioestimulante. Entre ellos, la pulpa de café destaca
por su contenido de nutrientes y compuestos bioactivos capaces de influir tanto en las propiedades del
suelo como en el metabolismo vegetal.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la pulpa de café como bioestimulante sobre el
desarrollo morfolégico, fisiologico y bioquimico de plantas de copoazu (Theobroma grandiflorum)
sometidas a condiciones de alta irradiancia, en comparacion con plantas cultivadas bajo condiciones de
invernadero.

Para ello, se emple6 un disefio completamente aleatorizado con aplicaciones de 5, 10 y 20 g de pulpa de
café como enmienda organica solida. Se evaluaron variables de crecimiento vegetal, acumulacion de
biomasa, contenido de pigmentos fotosintéticos, azlicares totales, proteinas, fenoles y flavonoides, ademas
de diferentes propiedades fisicoquimicas del suelo.

Los resultados mostraron que la pulpa de café mejoro la calidad quimica del suelo mediante incrementos
en materia organica, nitrégeno, potasio y capacidad de intercambio cationico. Estos cambios estuvieron
asociados con un mayor desarrollo radicular y una mayor acumulaciéon de pigmentos fotosintéticos,
azlcares y metabolitos antioxidantes. La respuesta dependio de la dosis aplicada y de la condicion
luminica, observandose los efectos mas favorables en plantas sometidas a alta irradiancia tratadas con 5 g
de pulpa de café, lo que sugiere una mejor capacidad de adaptacion fisioldgica frente a esta condicion.

En conclusion, la pulpa de café mostrd potencial como bioestimulante natural al mejorar las propiedades
quimicas del suelo y favorecer la adaptacion fisiologica del copoazi frente a la alta irradiancia,
constituyéndose como una alternativa sostenible para el aprovechamiento de residuos agroindustriales.

* Trabajo de Grado
" Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: William Hidalgo Bucheli. Quimico, Ph.D. Codirectora:
Yuliany Guillin Rincén. Bidloga, M.Sc
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Abstract

Title: Biostimulant effect of coffee pulp on the growth and development of copoazu plants
(Theobroma grandiflorum)”

Author: Maria Angélica Solano Gémez

Key Words: Antioxidant metabolites, Agro-industrial residues, Coffee pulp, Copoazu
(Theobroma grandiflorum), High irradiance, Physicochemical soil properties, Plant
biostimulation, Soil-plant system.

Description: Climate change and the need to implement sustainable agricultural practices have driven
the search for alternatives that enhance crop resilience to adverse environmental conditions. In this
context, the valorization of agro-industrial residues represents an opportunity to develop inputs with
biostimulant potential. Among these, coffee pulp stands out due to its content of nutrients and bioactive
compounds capable of influencing both soil properties and plant metabolism.

The objective of this study was to evaluate the effect of coffee pulp as a biostimulant on the
morphological, physiological and biochemical development of copoazu plants (Theobroma grandiflorum)
subjected to high irradiance conditions, compared with plants grown under greenhouse conditions. A
completely randomized design was employed using 5, 10, and 20 g applications of coffee pulp as a solid
organic amendment. Variables related to plant growth, biomass accumulation, root development,
photosynthetic pigments, total sugars, proteins, phenols, and flavonoids were evaluated, together with
different physicochemical soil properties.

The results showed that coffee pulp improved soil chemical quality through increases in organic matter,
nitrogen, potassium, and cation exchange capacity. These changes were associated with enhanced root
development and greater accumulation of photosynthetic pigments, sugars, and antioxidant metabolites.
Plant responses depended on both the applied dose and the light regime, with the most favorable effects
observed in plants exposed to high irradiance and treated with 5 g of coffee pulp, suggesting an improved
physiological capacity to cope with this condition.

In conclusion, coffee pulp demonstrated potential as a natural biostimulant by improving soil chemical
properties and promoting the physiological adaptation of copoazu plants under high irradiance conditions,
constituting a sustainable alternative for the valorization of agro-industrial residues.

* Degree Work
** Faculty of Sciences. School of Chemistry. Director: William Hidalgo Bucheli. Chemist, Ph.D. Co-director:

Yuliany Guillin Rincén. Biologist, M.Sc.
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Introduccion

La habilidad de las plantas para responder y adaptarse a condiciones ambientales
desfavorables ha sido un aspecto fundamental para su crecimiento y supervivencia (Taiz et al.,
2015). Sin embargo, durante las tultimas décadas, factores como el cambio climatico, la
deforestacion y el uso intensivo de agroquimicos se han relacionado con procesos de
degradacion del suelo, alteraciones en la disponibilidad hidrica y una mayor exposicion a
factores de estrés ambiental. Como consecuencia, el desarrollo de los cultivos se ve afectado, con
efectos sobre la productividad agricola, la disponibilidad de alimentos y el equilibrio ecolégico.
(Yang et al., 2024). En Colombia, estos efectos se han reflejado en alteraciones de los ciclos de
produccion y periodos de sequia mas frecuentes, que en consecuencia reflejan la necesidad de
adoptar estrategias sostenibles para incrementar la resiliencia de los sistemas agricolas (Yang et
al., 2024; Rodriguez et al., 2021).

En respuesta a esta problematica, diferentes investigaciones han explorado alternativas
orientadas a mejorar la adaptacion de los cultivos mediante la utilizacién de insumos naturales.
Entre estas estrategias, la bioestimulacion vegetal ha despertado un interés creciente por su
capacidad para favorecer procesos fisiologicos y metabdlicos relacionados con el crecimiento y
la tolerancia al estrés. Diversos estudios han reportado que compuestos bioactivos como
carbohidratos, proteinas, minerales, polifenoles y otros metabolitos pueden actuar sobre rutas
metabodlicas y mecanismos antioxidantes que participan en la respuesta de las plantas ante
condiciones ambientales desfavorables (Rouphael & Colla., 2020; Di Sario et al., 2025).

Dentro de las principales fuentes de estos compuestos estan los residuos agroindustriales,
cuyo aprovechamiento representa ademas una oportunidad para promover practicas de economia

circular. Entre ellos, la pulpa de café corresponde al principal subproducto producido durante el
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beneficio himedo del café, proceso en el que se separan las capas externas del fruto para obtener
la semilla (Alves et al., 2017). Este material conserva compuestos de interés quimico, tales como
polifenoles, cafeina, acidos organicos y minerales, los cuales han sido asociados con efectos
biologicos relevantes tanto para las plantas como para las propiedades del suelo (Serna et al.,
2018).

El aprovechamiento de la pulpa de café ha adquirido especial importancia debido al
elevado volumen de residuos producido por la industria cafetera. Se ha reportado que tinicamente
una pequefia fraccion del fruto es aprovechada comercialmente, mientras que grandes volimenes
de subproductos son producidos cada afio, esta situaciéon ha promovido el desarrollo de
estrategias orientadas a su aprovechamiento y reutilizacion con fines agricolas y ambientales
(Serna et al., 2018). En este contexto, el uso de la pulpa de café como enmienda organica
representa una alternativa prometedora para mejorar la fertilidad del suelo y aportar compuestos
bioactivos con capacidad de modular diversos procesos fisiologicos de las plantas.

Los efectos positivos de este tipo de residuos han sido reportados en cultivos como café y
tomate, en los que se observaron mejoras en el desarrollo del sistema radicular, la eficiencia
fotosintética, la absorcion y utilizacion de nutrientes, asi como en la respuesta de las plantas
frente al estrés oxidativo (Escobar et al., 2009; Sery et al., 2025). A pesar de los avances
reportados, los estudios sobre el uso de la pulpa de café como bioestimulante en especies
amazénicas aun eran limitados. Particularmente, en el caso del copoazt (Theobroma
grandiflorum), pues, alin existian pocos estudios que evaluaran de manera integral sus efectos
sobre variables morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas bajo condiciones de estrés ambiental.

El copoazi es una especie frutal de creciente importancia econdémica en la region

amazonica colombiana, especialmente en departamentos como Caquetd, Putumayo y Guaviare,
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donde constituye una alternativa productiva para numerosas comunidades rurales (Montero et al.,
2016). A pesar de su potencial agricola y comercial, el cultivo aun enfrenta desafios relacionados
con su manejo sostenible y con la implementacion de estrategias que favorezcan su adaptacion a
condiciones ambientales adversas, reduciendo la dependencia de insumos quimicos (Escobar et
al., 2009).

Con el fin de abordar esta problematica, se desarrolld un estudio experimental bajo
condiciones controladas, en el que se evalud la aplicacion de diferentes dosis de pulpa de café (0,
5, 10 y 20 g) como enmienda organica so6lida en plantas de copoazu en condiciones de luz solar
directa y bajo sombra al 65% (Birhane et al., 2014). A lo largo del experimento se monitorearon
variables de crecimiento vegetal, se realizaron analisis bioquimicos en tejidos foliares y
radiculares y se evaluaron las propiedades fisicoquimicas del suelo, con el objetivo de analizar la
respuesta integral del sistema planta-suelo frente a la aplicacion de la pulpa de café.

En este contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
aplicacion de pulpa de café como bioestimulante sobre el desarrollo de plantas de copoazl
(Theobroma grandiflorum) cultivadas bajo condiciones de alta irradiancia y sombra mediante un
andlisis integral de la respuesta del sistema planta-suelo y su relacion con las propiedades

fisicoquimicas del suelo.

Justificacion

La presente investigacion se justificd por su contribucion al desarrollo de estrategias
sostenibles orientadas a la valorizacion de residuos agroindustriales y su potencial aplicacion en
sistemas productivos amazonicos. En este contexto, la utilizacion de la pulpa de café como

enmienda orgénica representa una alternativa para transformar un subproducto del beneficio del
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café en un recurso de valor agrondmico, favoreciendo su reincorporacion a los sistemas agricolas
bajo un enfoque de economia circular y de gestion eficiente de los recursos (Serna et al., 2018;
Bomfim et al., 2023).

Desde el ambito cientifico, las revisiones recientes sobre bioestimulantes sefialan que,
aunque estos constituyen una estrategia prometedora para aumentar la resiliencia de los cultivos
frente al estrés abiodtico, aun existen vacios de conocimiento relacionados con sus mecanismos de
accion y con la validacion de su eficacia en distintas especies vegetales y bajo diversas
condiciones de cultivo (Rouphael & Colla, 2020).

En este contexto, el estudio del efecto de la pulpa de café sobre variables morfologicas,
fisioldgicas y bioquimicas del copoazl (Theobroma grandiflorum), junto con el andlisis de las
propiedades fisicoquimicas del suelo, aporta conocimiento sobre la interaccion entre este residuo
agroindustrial, la respuesta de la planta y las condiciones edéficas (Zhang et al., 2024), ademas
de aportar evidencia cientifica para sustentar el desarrollo de estrategias de bioestimulacion que
favorezcan una produccion mds sostenible de esta especie de importancia econdmica para la
Amazonia colombiana (Montero et al., 2016; Escobar et al., 2009). En este contexto, los
hallazgos de este estudio podran servir como fundamento para futuras investigaciones orientadas
al desarrollo y validacion de estrategias de bioestimulacion basadas en residuos agroindustriales,
promoviendo practicas agricolas mdas sostenibles para este cultivo.

A partir de estas consideraciones, se formuld la siguiente pregunta de investigacion: ;qué
efecto tiene la aplicacion de pulpa de café como bioestimulante en el desarrollo morfologico,
fisioloégico y bioquimico de las plantas de copoazi (Theobroma grandiflorum), y cémo se

correlaciona este con las condiciones del suelo?
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la pulpa de café como bioestimulante sobre el desarrollo
morfoldgico, fisiolégico y bioquimico en plantas de copoazi (Theobroma grandiflorum)
sometidas a condiciones de estrés luminico en comparacion con aquellas cultivadas bajo

condiciones de invernadero.

1.2 Objetivos Especificos

1. Medir los parametros morfoldgicos y fisiologicos de plantas de copoazl tratadas con pulpa
de café, bajo condiciones de estrés luminico y de sombra.

2. Determinar las propiedades fisicoquimicas del suelo y la composicion bioquimica de los
tejidos vegetales de plantas de copoazu tratadas con pulpa de café, bajo condiciones de estrés
luminico y de sombra.

3. Correlacionar las variaciones en morfologia, fisiologia y composicion quimica de las plantas

de copoazu con las condiciones del suelo, en funcion de los tratamientos de bioestimulacion.
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2. Marco Teorico

2.1 Marco referencial
2.1.1 Importancia econdomica, composicion quimica y aprovechamiento productivo del
copoazut (Theobroma grandiflorum)

La region amazodnica, reconocida por su alta biodiversidad, alberga numerosas especies
vegetales de importancia ecoldgica, econdmica y social (Rosa et al., 2024). Entre ellas se destaca
el copoazi (Theobroma grandiflorum), una especie de la familia Malvaceae y estrechamente
relacionada con el cacao (Theobroma cacao) (Escobar et al., 2009). Este arbol frutal ha cobrado
relevancia por su capacidad de incorporarse a sistemas agroforestales sostenibles, favoreciendo
la conservacion de los suelos y contribuyendo al desarrollo productivo de las comunidades
amazonicas (Rodriguez et al., 2021).

El interés econdmico del copoazu radica en el aprovechamiento integral de su fruto. La
pulpa, principal producto comercial, se utiliza en la elaboracion de jugos, mermeladas, néctares,
yogures, helados y otros alimentos procesados debido a sus caracteristicas sensoriales y a su
perfil aromatico. Las semillas son utilizadas para producir cupulate, un sustituto del chocolate
con propiedades organolépticas similares y mayor estabilidad térmica, ademas de servir como
materia prima para la obtencion de manteca destinada a las industrias cosmética y farmacéutica.
Por su parte, la cascara puede aprovecharse como biomasa o como abono organico, favoreciendo
el uso integral del fruto y la reduccion de residuos (Rosa et al., 2024; Veldsquez et al., 2025).

A nivel internacional, el copoazll se ha consolidado como uno de los productos forestales
no maderables con mayor potencial dentro de la bioeconomia amazodnica. Se estima que el
mercado global asociado a esta especie podria superar los 62 millones de ddlares hacia 2030,

como resultado del incremento en la demanda de alimentos funcionales, ingredientes naturales y
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productos cosméticos de origen vegetal provenientes de la Amazonia (Rosa et al., 2024). Brasil
es actualmente el principal productor mundial, concentrando gran parte de la produccion
comercial en el estado de Para, donde en 2019 se registraron mas de 4100 toneladas de fruto y
alrededor de 2,6 millones de dolares en ingresos (Rosa et al., 2024).

En Colombia, el copoazi representa una alternativa para promover la diversificacion de
la produccion agricola y favorecer el desarrollo econdmico de la Amazonia. Segun registros de
Agronet recopilados por Velasquez et al. (2025), durante 2022 la produccidon nacional alcanzd
aproximadamente 1125,5 toneladas en 205 hectareas sembradas, localizadas principalmente en
Caquetd, Putumayo, Amazonas y Vaupés. Particularmente, en Caquetd se reportaron 36
hectareas sembradas y 18 hectareas cosechadas en 2020, con una produccion cercana a 72
toneladas, consolidando a este departamento como uno de los principales referentes nacionales
para el cultivo de esta especie (Velasquez et al., 2021).

Desde una perspectiva quimica, la pulpa del copoazu presenta una marcada acidez (pH
2,6-3,8) y un perfil aromatico asociado principalmente a compuestos volatiles como los ésteres.
Asimismo, es rica en carbohidratos, especialmente sacarosa, que puede representar cerca del 34,6
% de la materia seca, ademas de contener vitamina C, pectinas y otros compuestos de interés
nutricional e industrial (Rosa et al., 2024; Rodriguez & Hernandez., 2025). Las semillas
constituyen la fracciéon con mayor contenido lipidico (50-60 % del peso seco) y contienen
polifenoles, flavonoides, taninos y otros metabolitos bioactivos con potencial antioxidante,
ademads de alcaloides como teobromina y cafeina en concentraciones inferiores a las del cacao
(Rosa et al., 2024; Velasquez et al., 2025).

La manteca de copoazll, obtenida mediante el prensado de las almendras, es uno de los

productos de mayor valor agregado derivados de esta especie. Estd compuesta principalmente
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por acidos oleico, estearico, palmitico, araquidico y linoleico, composicion que le confiere
propiedades emolientes, elevada capacidad de retencion de humedad y buena estabilidad
oxidativa, favoreciendo su aplicacion en formulaciones cosméticas y farmacéuticas (Rosa et al.,
2024; Velasquez et al.,, 2025). Asimismo, se han descrito propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, antiinflamatorias y antipalidicas asociadas a sus compuestos bioactivos
(Velasquez et al., 2025; Rodriguez & Hernandez., 2025).

El creciente interés comercial por este subproducto se refleja en iniciativas recientes
como la primera exportacion de 250 kg de manteca de copoazli colombiana realizada en 2023
hacia plantas de procesamiento de la empresa Natura en Brasil. Considerando que la demanda
insatisfecha supera actualmente las 16 toneladas, este producto representa una oportunidad de
crecimiento para la cadena productiva amazonica (Velasquez et al., 2025).

En conjunto, las caracteristicas productivas, econdmicas y quimicas del copoazi
posicionan a esta especie como un recurso estratégico para la Amazonia colombiana. Su
potencial para la obtencion de productos con alto valor agregado, sumado a la presencia de
compuestos bioactivos de interés nutricional e industrial, sustenta el desarrollo de
investigaciones dirigidas a mejorar su productividad, sostenibilidad y capacidad de adaptacion
frente a condiciones ambientales cambiantes.

De manera complementaria, el aprovechamiento integral del fruto de copoazli evidencia
el amplio potencial agroindustrial de esta especie. Como se resume en la Figura 1, la pulpa, las
semillas y la cascara representan materias primas con aplicaciones especificas en las industrias
alimentaria, cosmética y agricola, lo que pone de manifiesto su potencial para el desarrollo de

estrategias orientadas a su aprovechamiento sostenible y a la generacion de valor agregado.
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Figura 1.
Aprovechamiento integral del fruto de copoazu (Theobroma grandiflorum) y sus

principales aplicaciones agroindustriales
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Nota. Se presentan las principales estructuras del fruto de copoazu (pulpa, semillas y
cascara) y algunos de sus usos mas representativos en las industrias alimentaria, cosmética y
agricola. La informacioén fue sintetizada a partir de Escobar et al. (2009) y Rosa et al. (2024).
2.1.2 Estrés abidtico en los cultivos

El estrés abidtico agrupa diversos factores ambientales que limitan el crecimiento y
alteran el metabolismo de las plantas, entre ellos la salinidad, la sequia, las temperaturas
extremas y la deficiencia de nutrientes esenciales. Estos factores desencadenan alteraciones a
nivel tisular, celular y molecular, que se traducen en patrones de crecimiento anormales,

disminucion de la eficiencia fotosintética y reduccion de la capacidad reproductiva. Por ejemplo,
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la escasez de agua, que induce el cierre estomatico, limitando la entrada de CO; y afectando la
regulacion térmica de las hojas. De manera similar, el exceso de sales altera la homeostasis
i6nica, favoreciendo la acumulacidén de iones toxicos y los desequilibrios osmoticos, lo que
reduce la productividad y la calidad de los cultivos (Taiz et al., 2015).

Tradicionalmente, la mitigacion de estos efectos ha dependido de practicas como el riego
intensivo y el uso excesivo de fertilizantes, las cuales contribuyen a la degradacion ambiental.
Esta problematica resalta la necesidad de implementar enfoques agricolas mas sostenibles (Yang
et al., 2024). En este sentido, los bioestimulantes se han consolidado como una alternativa con
potencial para fortalecer la resiliencia de las plantas frente al estrés abiotico, mejorar la eficiencia
en el uso de los recursos y disminuir el impacto ambiental asociado a los sistemas de produccion
agricola (Rouphael & Colla., 2020).

2.1.2.1 Estrés luminico y fotoinhibicion. El estrés luminico ocurre cuando la energia
absorbida por los pigmentos fotosintéticos excede la capacidad del aparato fotosintético para
utilizarla en los procesos de fijacion de carbono. Este desequilibrio entre la captura y el consumo
de energia altera el estado redox del cloroplasto y favorece la fotoinhibicion, entendida como el
desbalance entre la tasa de fotodafio y la capacidad de reparacion del fotosistema II (PSII).
Cuando la fijacion fotosintética de CO> disminuye, también se reduce el consumo de ATP y
NADPH, lo que favorece la acumulacion de poder reductor y crea condiciones propicias para el
desarrollo del estrés oxidativo (Takahashi & Murata., 2008).

Actualmente se reconoce que la fotoinhibicion no depende unicamente de un aumento en
el fotodafio, sino principalmente de la disminucién en la capacidad de reparacion del PSII bajo
condiciones de estrés. Factores como la alta irradiancia, la salinidad, las temperaturas extremas y

otros estreses ambientales inhiben la sintesis de proteinas fotosintéticas, especialmente de la
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proteina D1, componente esencial del centro de reaccion del PSII y responsable de mantener su
funcionalidad. En consecuencia, cuando la proteina D1 dafiada no puede ser reemplazada
eficientemente, el fotosistema pierde progresivamente su capacidad fotosintética (Takahashi &
Murata., 2008).

La reduccidn de la fijacion de CO, también disminuye la disponibilidad de NADP" como
aceptor final de electrones en el fotosistema I (PSI), lo que favorece la transferencia de
electrones al oxigeno molecular y, en consecuencia, la formaciéon de especies reactivas de
oxigeno (ROS), como el anion superdxido (O2*) y el perdxido de hidrogeno (H203). Si bien las
plantas disponen de sistemas antioxidantes encargados de neutralizar estas especies, una
produccion excesiva de ROS puede sobrepasar su capacidad de respuesta y desencadenar estrés
oxidativo (Takahashi & Murata., 2008). Este flujo metabdlico y el modelo bioquimico de la
fotoinhibicion inducida por el desacoplamiento redox se esquematizan en la Figura 2.

Las ROS desempefian un papel determinante en la fotoinhibicion al interferir con la
magquinaria responsable de sintetizar la proteina D1, limitando la reparacion del PSII. De esta
manera, el dafio oxidativo compromete la renovacion de este complejo fotosintético y acelera la
pérdida de eficiencia fotosintética. En este contexto, se ha demostrado que el dafio oxidativo
asociado a la fotoinhibicion afecta principalmente la sintesis proteica, en mayor medida que el
incremento directo del fotodafio en el fotosistema (Takahashi & Murata., 2008; Nishiyama et al.,

2011).
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Figura 2.

Modelo bioquimico de la fotoinhibicion del fotosistema Il inducida por desacoplamiento
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Nota. Representacion esquematica del efecto de la limitacion de la fijacion de carbono en

el ciclo de Calvin sobre la sobrerreduccion de la cadena de transporte electronico fotosintético, la

generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la inhibicidon de la sintesis de la proteina

D1, necesaria para la reparacion del fotosistema II (PSII). Adaptado de Takahashi & Murata

(2008) para fines académicos.

En consecuencia, la fotoinhibicion puede entenderse como el resultado de un

desequilibrio entre el dafio fotoquimico y la capacidad de reparacion del PSII, en el que la

acumulacion de ROS y la inhibicion de la sintesis de la proteina D1 desempefian un papel

central.
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Figura 3.

Modelo de fotodariio y reparacion del fotosistema II (PSII) bajo estrés luminico
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fotosistema II (PSII). El fotodaiio inicia con la inactivacion del complejo liberador de oxigeno
(OEC), asociada a la alteracion del clister de manganeso, y contintia con el dafio fotooxidativo
del centro de reaccion y de la proteina D1 tras la excitacion de P680. El modelo también muestra
el proceso de reparacion mediante degradacion y reemplazo de la proteina D1 para restablecer la
funcionalidad del PSII. Adaptado de Takahashi & Murata (2008).

Las etapas secuenciales de este proceso de fotodafio y los mecanismos celulares para su
reparacion se detallan de forma analitica en el modelo de la Figura 3. El fotodafio se inicia con
la alteracion del complejo liberador de oxigeno (OEC), afectando la transferencia de electrones
hacia el centro de reaccion del PSII. Posteriormente, la excitacion continua de los pigmentos
fotosintéticos favorece procesos fotooxidativos que deterioran la proteina D1, principal blanco

del dafio luminico. La reparacion del PSII requiere la degradacion de la proteina D1 dafiada y su
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reemplazo por una nueva copia funcional; por ello, la fotoinhibicion se establece cuando la tasa
de fotodafio supera la capacidad de reparacion del sistema, reduciendo progresivamente la
eficiencia fotosintética (Takahashi & Murata., 2008).

En este contexto, las estrategias que limitan la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y favorecen los mecanismos de proteccion y reparacion del aparato fotosintético
representan una via para aumentar la tolerancia de las plantas al estrés luminico. En
consecuencia, los bioestimulantes de origen natural se han consolidado como una alternativa
prometedora por su capacidad para regular estos procesos fisiologicos y fortalecer la adaptacion
de los cultivos frente a condiciones ambientales desfavorables.

2.1.3 Bioestimulantes naturales

Los bioestimulantes se definen como sustancias o microorganismos que, al aplicarse en
bajas dosis, estimulan procesos naturales de las plantas, favoreciendo la absorcion y la eficiencia
en el uso de los nutrientes, incrementando la tolerancia al estrés abidtico y mejorando la calidad
y el rendimiento de los cultivos, sin aportar nutrientes en cantidades significativas ni actuar como
fertilizantes, pesticidas o sustratos (Zhang & Schmidt.,, 1997). A diferencia de los
biofertilizantes, cuyo proposito es aportar nutrientes directamente, los bioestimulantes modulan
procesos fisioldgicos y metabdlicos de la planta, induciendo respuestas que favorecen el
crecimiento, el desarrollo y la adaptacion a condiciones ambientales adversas (Di Sario et al.,
2025).

De acuerdo con la normativa de la Unidon Europea, los bioestimulantes se definen como
productos que estimulan los procesos de nutricion vegetal independientemente de su contenido

de nutrientes. En consecuencia, contribuyen a mejorar la eficiencia en el uso de los nutrientes,
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fortalecer la tolerancia al estrés abidtico, optimizar la calidad de los cultivos y aumentar la
disponibilidad de nutrientes en la rizosfera (European Union, 2019).

Asi, los bioestimulantes no actian como una fuente directa de nutrientes, sino que
optimizan su aprovechamiento al modular procesos fisioldgicos relacionados con el desarrollo
del sistema radicular, favoreciendo una mayor capacidad de absorcidon y una mayor eficiencia en
el uso de los recursos. Adicionalmente, estimulan mecanismos de adaptacion, como el ajuste
osmotico y la activacion de los sistemas antioxidantes, lo que permite preservar el
funcionamiento fisioldgico y el rendimiento agronomico de las plantas frente a condiciones de
estrés (Di Sario et al., 2025; Rouphael & Colla., 2020).

Los bioestimulantes pueden aplicarse mediante tratamiento de semillas, aspersion foliar o
incorporacion al suelo, y comprenden una amplia variedad de compuestos bioactivos, extractos
vegetales y microorganismos. Su eficacia depende tanto del origen de la materia prima como del
proceso de obtencion, la formulacion y las condiciones de aplicacion, ya que estos factores
determinan su composicion y los procesos fisioldgicos que pueden modular (Di Sario et al.,
2025).

Entre ellos, los bioestimulantes de origen vegetal han adquirido especial relevancia por su
capacidad para promover procesos relacionados con el desarrollo radicular, la floracion, la
formacion de frutos y la adaptacion de las plantas al estrés abidtico. A nivel fisiologico, se ha
demostrado que pueden regular procesos relacionados con la nutriciéon mineral, el metabolismo
primario y especializado, la fotosintesis, el metabolismo oxidativo y la sefalizacion celular,
repercutiendo finalmente sobre el crecimiento y la productividad de los cultivos. Por ello, su

desarrollo requiere la caracterizacion de los compuestos bioactivos presentes y de los cambios
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metabolicos inducidos, con el fin de optimizar su formulacion para diferentes especies y
condiciones de cultivo (Zhang et al., 2024).

Esta dependencia de la composicion también se manifiesta en los bioestimulantes
obtenidos a partir de residuos y subproductos agroindustriales, especialmente aquellos de origen
vegetal. En estos casos, la respuesta de las plantas estd determinada por la naturaleza y la
concentracion de los compuestos bioactivos presentes, asi como por el método de aplicacion
utilizado (Martinez et al., 2024). De manera general, estas interacciones se ilustran en la Figura
4, donde se muestra como la aplicacion de bioestimulantes, tanto por via foliar como al suelo,
modula procesos relacionados con el equilibrio osmotico, la actividad antioxidante, la
fotosintesis y el metabolismo vegetal, favoreciendo la tolerancia al estrés y el crecimiento de las
plantas bajo condiciones ambientales adversas (Martinez et al., 2024).

Figura 4.

Papel de los bioestimulantes en la mitigacion de los efectos del estrés abiotico en las
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Nota. Representacion esquematica de los efectos del estrés abiotico sobre el crecimiento
de las plantas y de los mecanismos mediante los cuales los bioestimulantes contribuyen a mitigar
dichos efectos. Se ilustra como factores como la sequia, la salinidad y las temperaturas extremas
alteran procesos fisiologicos y metabolicos, mientras que la aplicacion de bioestimulantes por via
foliar o al suelo favorece la fotosintesis, la actividad de enzimas antioxidantes, el equilibrio
osmotico y el metabolismo vegetal, fortaleciendo la tolerancia al estrés y promoviendo el
crecimiento de las plantas. Adaptado de Zhang et al. (2024).

2.1.4 Residuos de café como bioestimulantes

El café es una de las bebidas de mayor consumo a nivel mundial, con una demanda que
supera los 400 mil millones de tazas al afio. Como consecuencia de la magnitud de esta cadena
productiva, el aprovechamiento y la valorizacion de los residuos generados durante el cultivo,
beneficio y procesamiento del café han adquirido un creciente interés desde las perspectivas
ambiental, econdmica y agricola (Mussatto et al., 2011).

El cafeto pertenece a la familia Rubiaceae que incluye mas de 70 especies del género
Coffea. A pesar de esta diversidad, la produccion comercial a escala mundial estd dominada por
Coffea arabica y Coffea canephora (robusta), responsables de aproximadamente el 75 % y el 25
% del mercado, respectivamente. Mientras C. canephora se caracteriza por una mayor resistencia
a plagas, ambas especies difieren en sus requerimientos agroecoldgicos y rangos altitudinales de
cultivo (Mussatto et al., 2011).

La estructura anatomica detallada de la cereza del café y el origen de los residuos
asociados a sus diferentes capas protectoras se ilustran en la Figura 5. El fruto del cafeto esta
constituido por dos granos rodeados por diferentes capas protectoras, entre ellas la pulpa,

correspondiente al mesocarpio, la cual se obtiene principalmente durante el beneficio huimedo
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mediante la separacion mecanica de la cereza. Este subproducto representa cerca del 30 % del
peso seco del fruto (o aproximadamente el 40 % del peso fresco), generandose alrededor de 430
g de pulpa por cada kilogramo de cerezas procesadas, lo que la convierte en el principal residuo
solido de la industria cafetera (Martinez et al., 2019).

Figura 5.

Estructura anatomica del fruto del cafeto y origen de sus principales subproductos
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Nota. Esquema de la estructura anatémica del fruto (cereza) del cafeto y de las capas que

lo conforman: epidermis (piel), pulpa, mucilago, pergamino, pelicula plateada (cascarilla) y
grano. La figura también muestra el origen de los principales subproductos obtenidos durante el
beneficio y procesamiento del café, destacando la pulpa, el mucilago y la cascarilla por su
potencial de valorizacion y aplicacion en los sectores agricola e industrial. Adaptado de Bomfim
et al. (2023).

En términos de su composicion, la pulpa contiene aproximadamente 50 % de
carbohidratos, 20 % de fibra, 7-10 % de proteinas, 1,4-2,5 % de grasas y entre 0,68—1,3 % de
cafeina. Asimismo, contiene una cantidad significativa de compuestos fendlicos, incluidos

flavonoides y 4cidos hidroxicinamicos como los dacidos clorogénico, cafeico y ferulico,
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metabolitos reconocidos por su actividad antioxidante. Aunque la presencia de cafeina y algunos
polifenoles puede limitar su utilizaciéon directa como alimento animal, estas caracteristicas
composicionales respaldan el potencial de la pulpa como materia prima para el desarrollo de
productos de alto valor agregado destinados a aplicaciones agricolas, alimentarias e industriales.
(Martinez et al., 2019).

Ademas de la pulpa, el procesamiento y consumo del café generan otros subproductos de
interés, como la cascarilla y las borras o spent coffee grounds (SCG). Estas tltimas contienen
carbohidratos, lignina, proteinas, lipidos, minerales y compuestos fendlicos, por lo que han sido
propuestas como fuentes de productos de valor agregado, enmiendas organicas y biofertilizantes.
No obstante, su uso agricola debe realizarse de manera adecuada, ya que un contenido elevado
de cafeina puede afectar negativamente procesos como la germinacion y el crecimiento vegetal,
razon por la cual se recomienda emplearlas en bajas dosis o previo compostaje (Mussatto et al.,
2011; Bomfim et al., 2023).

En conjunto, los diferentes subproductos del café concentran compuestos bioactivos y
una elevada proporcion de materia organica que respaldan su potencial para aplicaciones
agricolas. No obstante, la respuesta de las plantas estd condicionada por el tipo de residuo, su
composicion quimica, el tratamiento previo y la dosis de aplicacion, factores que influyen tanto
su eficacia como en la posible aparicion de respuestas fitotoxicas (Martinez et al., 2019; Bomfim
et al., 2023).

Entre los subproductos derivados del beneficio del café, la pulpa ha adquirido un gran
interés por su abundancia y a la diversidad de compuestos bioactivos que contiene,
caracteristicas que respaldan su uso como una materia prima para la elaboracion de

bioestimulantes y enmiendas orgédnicas. Ademads, su aprovechamiento contribuye a la
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valorizacién de residuos agroindustriales y promueve modelos de produccion basados en los
principios de la economia circular y la agricultura sostenible (Serna et al., 2018).

2.1.4.1 Impacto de los residuos de café en el suelo y el crecimiento vegetal. El
aprovechamiento de los residuos del café mediante su incorporacion al suelo representa una
estrategia de valorizacion agroambiental que favorece el manejo sostenible de estos
subproductos y contribuye al mejoramiento de las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del
suelo (Serna et al., 2018). Su aplicaciéon como enmiendas organicas o como componentes de
compost aporta materia organica y nutrientes esenciales, especialmente nitrogeno, fosforo y
potasio, mejorando la estructura del suelo, la retencion de agua y la disponibilidad de nutrientes
para las plantas (Rodriguez 2021; Bomfim et al., 2023). Adicionalmente, su riqueza nutricional y
el bajo riesgo de contaminacion por metales pesados respaldan su utilizacion como una
alternativa sostenible para el manejo de suelos agricolas (Bomfim et al., 2023).

La respuesta de las plantas a la aplicacion de residuos del café depende de su
composicion quimica, del procesamiento al que hayan sido sometidos y de la dosis utilizada. En
condiciones adecuadas de aplicacion, estos materiales pueden actuar como bioestimulantes,
estimulando el desarrollo radicular, el crecimiento foliar y la actividad de la microbiota del suelo,
con efectos positivos sobre la mineralizacion de la materia orgénica y la eficiencia en el
aprovechamiento de nutrientes (Rodriguez, 2021). No obstante, dosis excesivas o materiales sin
un tratamiento apropiado pueden inducir respuestas fitotdxicas, asociadas principalmente con el
contenido de cafeina y compuestos fenolicos, capaces de afectar la germinacion y el desarrollo
de algunas especies vegetales (Bomfim et al., 2023).

La disposicion inadecuada de la pulpa de café constituye un desafio ambiental, debido a

su alta carga orgdnica y a la presencia de metabolitos que pueden afectar el equilibrio biolégico
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de los suelos y los cuerpos de agua. Por esta razén, su utilizacion en la agricultura requiere
tratamientos previos, como el secado, el compostaje u otras estrategias de acondicionamiento,
que permitan disminuir el riesgo de fitotoxicidad y potenciar sus beneficios sobre las
propiedades del suelo y el crecimiento vegetal (Martinez et al., 2019). En este contexto, la
valorizacién de este subproducto como bioestimulante representa una estrategia alineada con los
principios de la economia circular, al promover el aprovechamiento de residuos agroindustriales
y favorecer sistemas de produccion agricola mas sostenibles.

2.1.4.2 Posible efecto de los componentes de la pulpa de café en la mitigacion del
fotodaiio. Debido a su composicion quimica, la pulpa de café representa una fuente importante
de compuestos fendlicos, flavonoides y otros metabolitos con actividad antioxidante, lo que ha
impulsado su evaluacion como materia prima para la obtencidon de bioestimulantes orientados a
mejorar la tolerancia de las plantas al estrés abidtico (Martinez et al., 2019; Rodriguez, 2021).
Diversas investigaciones han demostrado que, en condiciones de estrés, las plantas aumentan la
biosintesis y acumulacion de compuestos fendlicos como parte de sus mecanismos de
adaptacion, contribuyendo al mantenimiento del equilibrio redox, la reduccion del daio
oxidativo y la preservacion de la funcionalidad celular (Sharma et al., 2019; Ninkuu et al., 2025).

En respuesta al estrés abiotico, los cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas aumentan la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como el anién superdxido (Oz¢) y el
perdxido de hidrogeno (H203). Si la produccion de estas especies sobrepasa la capacidad de los
sistemas antioxidantes para mantener la homeostasis redox, se desencadena un estado de estrés
oxidativo que provoca peroxidacion lipidica, oxidacién de proteinas y dano en los acidos
nucleicos, afectando la integridad del aparato fotosintético y multiples procesos del metabolismo

celular (Rao & Zheng., 2025).
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El mecanismo de proteccion celular mediante el cual los compuestos fendlicos ejercen su
funcion antioxidante no enzimatica y neutralizan la diversidad de radicales libres se ilustra en la
Figura 6. Desde esta perspectiva, los compuestos fenolicos constituyen un componente esencial
del sistema antioxidante no enzimdatico de las plantas. Su capacidad para captar especies
reactivas de oxigeno (ROS), quelar metales de transicion e inhibir reacciones prooxidantes limita
el desarrollo del estrés oxidativo y reduce el dafio sobre lipidos, proteinas y acidos nucleicos. De
manera complementaria, estos metabolitos interactian con los sistemas antioxidantes
enzimaticos, favoreciendo la estabilidad de las membranas celulares y la conservacion de la
funcionalidad del aparato fotosintético (Zagoskina et al., 2023).

Figura 6.

Funcion antioxidante de los polifenoles frente a las especies reactivas de oxigeno en

células vegetales
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Nota. Esquema que representa el papel de los compuestos fenolicos en la proteccion
celular frente al estrés oxidativo. Diversas especies reactivas de oxigeno (ROS), entre ellas el

anion superoxido (Oz¢), el radical hidroperoxilo (HO3¢), el radical hidroxilo (HO¢®), el perdxido
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de hidrogeno (H202) y el oxigeno singlete (102), pueden provocar dafio oxidativo cuando se
acumulan en los tejidos vegetales. Los polifenoles actian como antioxidantes no enzimaticos
capaces de neutralizar estas especies reactivas y contribuir al mantenimiento del equilibrio redox
celular, reduciendo el desarrollo del estrés oxidativo. Adaptado de Zagoskina et al. (2023).

2.1.4.3 Reprogramacion metabolica inducida por el estrés. La integracion de los
diversos factores de estrés ambiental y su papel en la activacion de las rutas biosintéticas de estos
compuestos defensivos se esquematiza en la Figura 7. Desde esta perspectiva, la capacidad
antioxidante de las plantas esta determinada no solo por la presencia de compuestos fendlicos,
sino también por la reprogramacion del metabolismo secundario que estimula su biosintesis
durante el estrés. Este proceso estd regulado por la activacion coordinada de enzimas de la ruta
fenilpropanoide, entre las que destacan la fenilalanina amonio liasa (PAL) y la chalcona sintasa
(CHS), enzimas clave en la biosintesis de compuestos fendlicos y flavonoides con funcién
protectora (Rao & Zheng, 2025).

Ademas de participar en la biosintesis de antioxidantes solubles, la via de los
fenilpropanoides interviene en la formacion de lignina y en la remodelacion de la pared celular,
favoreciendo la resistencia estructural de los tejidos vegetales bajo condiciones de estrés. En este
contexto, se ha descrito un incremento en la expresion de genes como CCR (cinnamoyl-CoA
reductase), encargado de catalizar la reduccion de derivados de hidroxicinamoil-CoA hacia
aldehidos precursores de lignina; CAD (cinnamyl alcohol dehydrogenase), responsable de
convertir dichos aldehidos en alcoholes monolignoles; y POD (peroxidases), conjunto de
enzimas que catalizan la polimerizacion oxidativa de estos monolignoles durante la formacion de

la pared celular. La activacion de estas enzimas promueve el reforzamiento de la pared celular,
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reduce su permeabilidad y favorece la adaptacion de las plantas a condiciones de estrés,
especialmente ante la deficiencia de fosforo y nitrogeno (Ninkuu et al., 2025).

Figura 7.

Participacion de los compuestos fendlicos en la respuesta de las plantas al estrés
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Nota. Representacion esquematica de la respuesta del metabolismo fendlico frente a
diferentes factores de estrés abiodtico, como la sequia, la radiacion ultravioleta, las temperaturas
extremas, la salinidad y los metales pesados. Se ilustra como estas condiciones activan rutas
biosintéticas mediante la regulacion de genes y enzimas clave, promoviendo la acumulacion de

compuestos fenodlicos con actividad antioxidante. Como consecuencia, se favorece la eliminacién
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de especies reactivas de oxigeno (ROS), el mantenimiento del equilibrio redox celular y el
incremento de la tolerancia de las plantas al estrés ambiental. Adaptado de Sharma et al. (2019).

2.1.4.4 Integracion con la fotosintesis y la respuesta antioxidante. La acumulacion de
compuestos fenolicos representa una respuesta adaptativa que contribuye a preservar la
integridad estructural y funcional del aparato fotosintético bajo condiciones de estrés. Diversos
flavonoles se localizan preferencialmente en cé€lulas que contienen cloroplastos, lo que evidencia
un estrecho acoplamiento entre el metabolismo fenélico y la actividad fotosintética. Dado que el
cloroplasto constituye una de las principales fuentes de ROS bajo condiciones de estrés, el
incremento de antioxidantes fendlicos contribuye a reforzar el sistema de proteccion redox
alrededor de los procesos fotosintéticos, favoreciendo la conservacion de pigmentos, proteinas y
membranas celulares (Zagoskina et al., 2023; Sharma et al., 2019).

De manera complementaria, los flavonoides participan en las redes antioxidantes
asociadas al ciclo ascorbato—peroxidasa, contribuyendo a la eliminacion de H>O; y al
mantenimiento del equilibrio redox celular. Tras neutralizar especies reactivas, estos metabolitos
pueden regenerarse mediante mecanismos dependientes de &4cido ascorbico, integrandose
funcionalmente con los sistemas antioxidantes enzimdticos y fortaleciendo la capacidad de
respuesta de las plantas frente al estrés oxidativo (Sharma et al., 2019; Rao & Zheng., 2025).

La limitacion de nutrientes esenciales, en particular de nitrogeno, fosforo y potasio,
desencadena respuestas fisioldgicas que incluyen el aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la activacion de la via de los fenilpropanoides. En consecuencia,
parte del carbono asimilado durante la fotosintesis se destina a la biosintesis de compuestos
fenolicos y flavonoides, cuya acumulacion contribuye a mantener la homeostasis redox, reforzar

la estructura celular e incrementar la tolerancia de las plantas al estrés (Ninkuu et al., 2025).
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En conjunto, estos antecedentes sugieren que matrices vegetales ricas en compuestos
fenolicos, como la pulpa de café, podrian potenciar mecanismos antioxidantes ya presentes en las
plantas sometidas a estrés (Bulgari et al., 2019; Martinez et al., 2024). Aunque la respuesta final
depende de la composicion del material vegetal y de la interaccion con el metabolismo propio de
cada especie, la evidencia disponible indica que estos compuestos pueden contribuir a disminuir
el estrés oxidativo, preservar la integridad del aparato fotosintético y favorecer una mayor
tolerancia frente al fotodafio inducido por alta irradiancia (Martinez et al., 2024).

2.1.5 Parametros morfologicos y fisioldgicos del crecimiento en copoazu

2.1.5.1 Morfologia vegetal. La morfologia vegetal comprende el estudio de la forma,
estructura y organizacion de los organos de las plantas, permitiendo describir caracteristicas
asociadas con su crecimiento, desarrollo y adaptacion al ambiente. En especies tropicales
perennes como el copoazi (Theobroma grandiflorum), el anélisis morfologico constituye una
herramienta importante para evaluar el vigor vegetativo y el crecimiento de las plantas frente a
diferentes condiciones de cultivo (Taiz et al., 2015).

El copoazu presenta una elevada variabilidad morfologica, atribuida en parte a su proceso
de domesticacion relativamente reciente y a la amplia diversidad genética existente en las
poblaciones amazonicas. En condiciones naturales puede alcanzar alturas cercanas a los 30 m,
mientras que en sistemas productivos su crecimiento suele mantenerse entre 5 y 10 m, e incluso
por debajo de los 3 m mediante practicas de poda destinadas a facilitar el manejo agronomico y
la cosecha (Escobar et al., 2009).

Su sistema radical estd conformado por una raiz principal pivotante acompanada por
raices laterales que se distribuyen radialmente en el suelo. La raiz principal proporciona el

soporte mecanico de la planta y facilita el acceso al agua almacenada en los horizontes mas
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profundos del suelo, mientras que las raices secundarias desempefian un papel fundamental en la
absorcion de agua y nutrientes disponibles en las capas superficiales. En este contexto, variables
como la longitud de la raiz principal, la longitud total del sistema radical y el volumen radicular
son indicadores ampliamente utilizados para evaluar el establecimiento de la planta y su
capacidad para explorar el suelo (Escobar et al., 2009).

En la parte aérea, el copoazii desarrolla un tallo con crecimiento simpodial y una
ramificacion caracteristica del género Theobroma. Sus hojas son simples, alternas y de gran
tamafio, presentando tonalidades rojizas durante los estados juveniles que evolucionan hacia una
coloracion verde brillante al alcanzar la madurez (Escobar et al., 2009; Rodriguez & Hernandez.,
2025). El desarrollo foliar constituye un componente fundamental del crecimiento vegetativo, ya
que determina la superficie disponible para la captura de radiacion y la produccién de
fotoasimilados. Por ello, variables como la longitud, el ancho y el area foliar son ampliamente
utilizadas para evaluar el crecimiento y la adaptacion de las plantas a diferentes condiciones
ambientales (Salazar et al., 2018).

En conjunto, los parametros morfoldgicos proporcionan informacion sobre el desarrollo
estructural del copoaziu y permiten evaluar la respuesta de la planta frente a diferentes

condiciones ambientales y practicas de manejo agronémico (Poorter et al., 2012).
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2.1.5.2 Fisiologia vegetal. La fisiologia vegetal comprende el estudio de los procesos
funcionales que regulan el crecimiento, el desarrollo y la adaptacion de las plantas a las
condiciones del entorno. Entre estos procesos se encuentran la absorcion de agua y nutrientes, la
fotosintesis, la respiracion y la distribucion de fotoasimilados hacia los distintos 6rganos de la
planta, los cuales determinan la acumulacion de biomasa y, en consecuencia, su desempeiio
productivo (Taiz et al., 2015).

El copoazu es una especie originaria del sotobosque amazdnico y se considera adaptada a
condiciones de sombreado parcial durante sus primeras etapas de desarrollo. Al igual que otras
especies del género Theobroma, presenta metabolismo fotosintético C3, caracteristico de plantas
adaptadas a ambientes himedos y con disponibilidad moderada de radiaciéon solar. Esta
condicion explica la sensibilidad de las plantulas frente a cambios bruscos en la intensidad
luminica y la necesidad de una adaptacion progresiva a condiciones de mayor exposicion solar
(Tratado de Cooperaciéon Amazonica, FAO., 1999).

La disponibilidad de luz es uno de los factores ambientales que mas influye sobre el
funcionamiento fisiologico de la planta. Variaciones en la intensidad luminica modifican
procesos como la expansion foliar, el desarrollo radical, la distribucion de biomasa y la
capacidad fotosintética, generando respuestas adaptativas orientadas a optimizar el
aprovechamiento de los recursos disponibles (Banguero et al., 2015).

Aunque el 4area foliar corresponde a una caracteristica morfoldgica, constituye un
indicador indirecto del desempefio fisioldgico, debido a su estrecha relacion con la capacidad de
interceptacion de radiacion, el intercambio gaseoso y la produccion de biomasa (Taiz et al.,

2015; Banguero et al., 2015).
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Uno de los principales resultados de la actividad fisioldgica vegetal es la produccion de
biomasa, entendida como la acumulacion de materia organica generada a partir de la fotosintesis.
La acumulaciéon de biomasa es el resultado de la integracion de procesos fisioldgicos como la
captura de energia luminica, la fijacion fotosintética de carbono y la particion de fotoasimilados
entre los organos de la planta, por lo que constituye un indicador confiable de su crecimiento y
funcionamiento fisiologico. Por esta razon, la biomasa seca de los diferentes 6rganos vegetales
es ampliamente utilizada como un indicador integrador del crecimiento y del funcionamiento
fisioldgico de la planta frente a diferentes condiciones ambientales o tratamientos agronémicos
(Poorter et al., 2012).

En conjunto, el area foliar, el desarrollo del sistema radical y la acumulacion de biomasa
constituyen indicadores integradores del crecimiento vegetal que permiten evaluar la respuesta
fisioldgica del copoazu frente a cambios en la disponibilidad de luz y a la aplicacion de
bioestimulantes. Estas variables proporcionan una base para interpretar los cambios observados
en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Poorter et al., 2012; Taiz et al., 2015).

2.1.6 Propiedades fisicoquimicas del suelo

Las propiedades fisicoquimicas del suelo constituyen indicadores fundamentales de su
fertilidad, ya que determinan la disponibilidad, retencién y transformacion de los nutrientes
esenciales para el crecimiento, desarrollo y metabolismo de las plantas (Lopez et al., 2002).

El nitrégeno (N), el fosforo (P), el potasio (K), el calcio (Ca) y el magnesio (Mg) son
macronutrientes indispensables para el crecimiento y el metabolismo vegetal, al participar en
procesos como la sintesis de proteinas, el desarrollo radicular, la fotosintesis y el mantenimiento
del equilibrio osmotico. Sin embargo, su disponibilidad en el suelo depende de propiedades

fisicoquimicas como el pH, la materia organica y la capacidad de intercambio cationico (CIC),
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que regulan su retencion, movilidad y absorcion por las plantas, y pueden modificarse mediante
la aplicacion de enmiendas organicas (Lopez et al., 2002; Rodriguez et al., 2021).

De manera complementaria, micronutrientes como hierro (Fe), manganeso (Mn), cobre
(Cu), zinc (Zn), boro (B) y molibdeno (Mo), son indispensables para el funcionamiento del
metabolismo vegetal, ya que participan como cofactores de numerosas enzimas y en la
regulacion de procesos fisiologicos asociados con el metabolismo y la homeostasis redox. Su
disponibilidad en el suelo también depende de propiedades como el pH, el contenido de materia
organica y la capacidad de intercambio catiénico (CIC), por lo que su evaluacién contribuye a
caracterizar la fertilidad quimica (Lopez et al., 2002; Barrow & Hartemink., 2023).

El contenido de materia orgénica, el pH y la capacidad de intercambio catidonico (CIC)
constituyen algunos de los principales indicadores de la fertilidad quimica del suelo. La materia
organica mejora la estructura del suelo y favorece la retencion de agua y nutrientes gracias a la
presencia de grupos funcionales capaces de adsorber y complejar cationes, contribuyendo asi a
incrementar la disponibilidad de nutrientes (Lopez et al., 2002). Asimismo, el pH controla la
solubilidad y movilidad de numerosos elementos minerales, mientras que la CIC representa la
capacidad del suelo para adsorber e intercambiar cationes, regulando su almacenamiento y
suministro a las plantas (Lopez et al., 2002; Barrow & Hartemink., 2023).

En este contexto, la incorporacion de enmiendas orgéanicas derivadas de residuos del café
representa una estrategia prometedora para mejorar las propiedades fisicoquimicas del suelo,
optimizar la disponibilidad de nutrientes y favorecer el crecimiento y desarrollo de las plantas.
Subproductos como la pulpa y la cascarilla contienen carbohidratos, proteinas, minerales,

compuestos fenolicos y componentes lignoceluldsicos (celulosa, hemicelulosas y lignina), cuya
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descomposicion favorece la incorporacion gradual de nutrientes y la formacién de materia
organica estable en el suelo (Alves et al., 2017).

Por ello, estos materiales pueden ser aprovechados mediante procesos como el
compostaje y el vermicompostaje, que transforman los residuos en enmiendas organicas de
mayor estabilidad y reducen los impactos ambientales derivados de su disposicion. Asimismo, la
liberaciéon progresiva de nutrientes y la interaccion de sus compuestos bioactivos con la
microbiota del suelo favorecen los procesos de mineralizacidon, contribuyen al mejoramiento de
la fertilidad del suelo y aumentan la disponibilidad de nutrientes para las plantas (Alves et al.,
2017).

2.1.7 Andlisis bioquimico de compuestos funcionales en el tejido vegetal

Los metabolitos primarios y secundarios desempefian un papel fundamental en el
funcionamiento fisioldgico de las plantas y en su capacidad de adaptacion al ambiente. Mientras
que los carbohidratos y las proteinas participan en procesos relacionados con el suministro de
energia, el crecimiento y el metabolismo, los compuestos fendlicos y los flavonoides contribuyen
a la regulacion de la homeostasis redox y a la activacion de mecanismos de defensa frente al
estrés (Kumar et al., 2023). En el caso del copoazi (Theobroma grandiflorum), la presencia de
estos metabolitos ha sido reportada en tejidos vegetativos y en los diferentes componentes del
fruto, donde estan asociados con sus propiedades nutricionales, funcionales y antioxidantes
(Campos et al., 2021). Por ello, su cuantificaciéon constituye una herramienta ampliamente
utilizada para evaluar el estado fisioldgico de las plantas y los cambios inducidos por diferentes

tratamientos o condiciones ambientales (Kumar et al., 2023).
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2.1.7.1 Clorofilas y carotenoides. Las clorofilas son pigmentos tetrapirrolicos esenciales
para la absorcion de energia luminosa y su transferencia hacia los centros de reaccion de los
fotosistemas. Por esta razon, su concentracion se considera un indicador indirecto de la
capacidad fotosintética del tejido vegetal, ya que una disminucion en su contenido suele reflejar
una menor eficiencia en la captura de energia y, en consecuencia, una reduccion en la fijacion
fotosintética de CO». En el copoazi, la cuantificacion de estos pigmentos se ha utilizado para
evaluar el estado fisiologico de las hojas y su respuesta frente a diferentes condiciones de estrés
(Oliveira da Conceigdo et al., 1997).

Por otro lado, Los carotenoides constituyen pigmentos accesorios que participan
activamente en los mecanismos de fotoproteccion del aparato fotosintético. Su funcion principal
consiste en disipar el exceso de energia luminosa y limitar el dafio oxidativo ocasionado por la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Demmig-Adams & Adams., 1996).
Ademads, en el copoazii se ha reportado la presencia de carotenoides, como [-caroteno,
principalmente en la pulpa del fruto, lo que evidencia la importancia fisiologica y nutricional de
este grupo de pigmentos (Campos et al., 2021).

2.1.7.2 Proteinas vegetales. Las proteinas constituyen uno de los principales
componentes funcionales de las células vegetales debido a su participacidbn en procesos
enzimaticos, transporte de metabolitos, sefializacion y mecanismos de respuesta frente al estrés.
Su contenido total refleja, de manera general, la actividad metabdlica del tejido, por lo que
cambios en su concentracion pueden indicar alteraciones en procesos como la fotosintesis, la

respiracion y la biosintesis de metabolitos (Taiz et al., 2015).
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En el copoazu, ademas de su funcion fisioldgica en los tejidos vegetales, las semillas
presentan un contenido proteico importante asociado a su aprovechamiento agroindustrial y a la
formacion de compuestos relacionados con las caracteristicas sensoriales del cupulate (Campos
et al., 2021). Asimismo, bajo condiciones de estrés se ha reportado una disminucion en el
contenido de proteinas solubles, evidenciando alteraciones en el metabolismo celular (Oliveira
da Conceigao et al., 1997).

2.1.7.3 Compuestos fendlicos. Los compuestos fenolicos constituyen un amplio grupo de
metabolitos secundarios caracterizados por la presencia de uno o mas grupos hidroxilo unidos a
anillos aromaticos. En las plantas desempefan funciones esenciales en los mecanismos de
defensa y en la respuesta frente al estrés, debido a su capacidad para neutralizar especies
reactivas de oxigeno (ROS), mantener la homeostasis redox y proteger las células del dafio
oxidativo. En el copoazl, los compuestos fendlicos se encuentran entre los principales
metabolitos bioactivos identificados en la pulpa y las semillas, contribuyendo a su capacidad
antioxidante y a su potencial funcional. Por esta razon, la cuantificacién de fenoles totales se
utiliza ampliamente como un indicador bioquimico para analizar la acumulacion de metabolitos
secundarios y evaluar la respuesta fisiologica de los tejidos vegetales ante diferentes estimulos
ambientales (Oliveira da Conceigao et al., 1997; Carmona et al., 2021).

2.1.7.4 Flavonoides. Los flavonoides corresponden a una de las principales familias de
metabolitos fenolicos y participan en diversos mecanismos fisiologicos asociados con la

fotoproteccion, la sefializacion celular y la defensa antioxidante.
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La presencia de grupos hidroxilo en su estructura quimica favorece su capacidad para
estabilizar especies radicalarias y especies reactivas de oxigeno (ROS), contribuyendo a
mantener la homeostasis redox durante condiciones de estrés ambiental (Sharma et al., 2019). En
el copoazu se han identificado diferentes flavonoides como parte de su perfil fenolico, los cuales
participan en su capacidad antioxidante y complementan el conjunto de metabolitos bioactivos
presentes en esta especie (Campos et al., 2021). Por ello, su cuantificacion junto con los fenoles
totales permite una mejor interpretacion de la respuesta antioxidante del tejido vegetal (Sharma
etal., 2019).

2.1.7.5 Azucares totales. Los azicares solubles representan una fuente inmediata de
energia y constituyen un componente central del metabolismo del carbono en las plantas.
Ademads de participar en procesos respiratorios y biosintéticos, intervienen en el ajuste osmotico,
la sefializacion metabdlica y la respuesta frente al estrés. En el copoazu, los carbohidratos
constituyen una fracciéon importante de la composicion de la pulpa, mientras que en los tejidos
vegetativos actian como moléculas centrales del metabolismo energético y del transporte de
carbono. Su cuantificacion permite evaluar el equilibrio entre la produccion de fotoasimilados
mediante la fotosintesis y su demanda para procesos como el crecimiento, el desarrollo y la
respuesta adaptativa al estrés (Jeandet et al., 2022). En este contexto, el contenido de azlcares
totales se emplea como un indicador bioquimico del estado fisioldgico de los tejidos vegetales
(Saddhe et al., 2021).

2.2 Antecedentes

El uso de bioestimulantes de origen natural han cobrado importancia por su capacidad

para mejorar la eficiencia en el uso de nutrientes, estimular el crecimiento vegetal e incrementar

la tolerancia de las plantas frente a condiciones de estrés abidtico. Estudios recientes han
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demostrado que compuestos derivados de extractos vegetales y residuos agroindustriales pueden
regular procesos fisiolégicos y metabolicos asociados con la fotosintesis, la respuesta
antioxidante y el desarrollo vegetal, posicionandose como alternativas sostenibles frente al uso
intensivo de fertilizantes quimicos (Rouphael & Colla., 2020; Zhang et al., 2024).

Dentro de este contexto, diferentes investigaciones han evidenciado que la respuesta de
las plantas frete a la aplicacion de bioestimulantes estd determinada por factores como su
composicion quimica, la especie vegetal evaluada y la naturaleza del estrés ambiental. Como
ejemplo, Vitale et al. (2021) analizaron la interaccion entre diferentes condiciones de
iluminacion y la aplicaciéon de un bioestimulante de origen vegetal en soya (Glycine max),
reportando mejoras significativas en la eficiencia fotosintética, la acumulacion de pigmentos
fotosintéticos y la capacidad antioxidante de las plantas. Los autores sefialaron que estos
productos favorecen la adaptacion frente al estrés luminico mediante la regulacion integrada de
procesos fotosintéticos y mecanismos antioxidantes, demostrando que su accion trasciende el
estimulo del crecimiento al involucrar respuestas bioquimicas asociadas con la proteccion
celular.

De manera similar, Buthelezi et al. (2024) reportaron que la aplicacion de extracto de
semillas de moringa en plantas expuestas a estrés térmico favorecido la acumulacion de
carotenoides y fitohormonas, ademas de disminuir los indicadores asociados al estrés oxidativo.
En conjunto, estos hallazgos sugieren que los bioestimulantes de origen natural pueden modular
respuestas fisioldgicas y metabdlicas relacionadas con la proteccion celular, contribuyendo a una
mayor tolerancia de las plantas ante condiciones ambientales adversas.

Paralelamente, los residuos agroindustriales han despertado un creciente interés como

fuente de bioestimulantes de bajo costo y alto valor agregado. Entre ellos, la pulpa de café
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destaca por su potencial como fuente de compuestos bioactivos, debido a su elevado contenido
de polifenoles, flavonoides, acidos fenolicos, minerales y otros metabolitos con actividad
antioxidante (Martinez et al., 2019; Bomfim et al., 2023). Diversos estudios han resaltado
ademas la importancia de valorizar este residuo como estrategia de economia circular,
reduciendo simultaneamente el impacto ambiental derivado de su disposicidon inadecuada.

Los estudios relacionados con el aprovechamiento agricola de residuos derivados del café
han evidenciado resultados favorables. Serna et al. (2018) evidenciaron la capacidad antioxidante
de extractos de pulpa de café, mientras que Rodriguez (2021) reportd que la aplicacion de borras
de café descafeinadas disminuy¢ la severidad de las lesiones provocadas por Botrytis cinerea en
plantas de pimiento (Capsicum annuum). Estos resultados sugieren que los residuos del café
pueden influir en los mecanismos de defensa vegetal, posiblemente asociados con la presencia de
compuestos fenolicos y otros metabolitos bioactivos.

En particular, los estudios centrados en el aprovechamiento de la pulpa de café¢ han
evidenciado su potencial como insumo agricola. Sery et al. (2025) reportaron que el compost
elaborado a partir de pulpa y cascarilla de café favorecio significativamente el incremento de la
altura, la biomasa y el desarrollo radicular en plantulas de café robusta. Por su parte, Cuesta et al.
(2025) demostraron que la bioconversion de pulpa de café mediante Hermetia illucens produjo
un fertilizante organico capaz de mejorar la germinacion y el crecimiento temprano de tomate
cuando fue aplicado en concentraciones adecuadas. En conjunto, estos resultados indican que los
residuos del café representan no solo una fuente de nutrientes, sino también una matriz rica en
compuestos bioactivos con capacidad para influir sobre procesos fisioldgicos asociados con el

establecimiento, crecimiento y desarrollo vegetal.
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De manera complementaria, distintos estudios han evaluado estrategias destinadas a
mejorar la extraccion de metabolitos bioactivos presentes en residuos del café. Martins et al.
(2011) y Lee et al. (2023) evidenciaron que la extraccion sélido-liquido asistida por ultrasonido
favorece la recuperacion de compuestos fenolicos, incrementando la eficiencia del proceso de
extraccion a partir de matrices agroindustriales, mientras que Zuorro & Lavecchia (2012)
demostré que el empleo de solventes hidroalcohdlicos incrementa significativamente la
eficiencia de extraccion, facilitando el aprovechamiento de estos metabolitos para aplicaciones
agricolas e industriales.

En cuanto al copoazi (Theobroma grandiflorum), los estudios disponibles se han
orientado principalmente hacia la caracterizacion de sus componentes quimicos y sus
aplicaciones agroindustriales. Investigaciones recientes han demostrado que la pulpa y las
semillas constituyen fuentes relevantes de compuestos fenodlicos, flavonoides, minerales y
metabolitos antioxidantes (Veldsquez et al., 2025; Carmona et al., 2021). Asimismo, Rogez et al.
(2004) reportaron concentraciones de compuestos fendlicos superiores a las encontradas en otras
frutas tropicales ampliamente reconocidas por su actividad antioxidante, mientras que Galeano y
Paladines (2012) identificaron flavonoides como catequina y quercetina, responsables de parte
importante de su capacidad antioxidante.

Desde el punto de vista fisiologico, Oliveira da Conceigao et al. (1997) observaron que
hojas sanas de copoazli presentan mayores contenidos de clorofilas, carotenoides, proteinas y
azucares solubles que hojas afectadas por enfermedades, lo cual demuestra que estos metabolitos
representan indicadores bioquimicos para evaluar el estado fisiolégico de la planta y su
desempefio fotosintético. En conjunto, estos resultados sugieren que el metabolismo del copoazi

responde de manera importante frente a condiciones de estrés, aunque todavia existen pocos
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estudios orientados a evaluar estrategias de bioestimulacion que permitan modular dicha
respuesta.

Finalmente, también se ha documentado que la incorporacion de residuos organicos
derivados del café mejora diferentes propiedades fisicoquimicas del suelo. Diversas
investigaciones, entre ellas las realizadas por Rodriguez (2021), Alves et al. (2017), Bomfim et
al. (2023) y Séanchez et al. (2023), han evidenciado que el uso de residuos del café como
enmiendas organicas mejora propiedades quimicas y bioldgicas del suelo, incluyendo el aumento
de la materia orgénica, la capacidad de intercambio catidnico, la disponibilidad de nutrientes y la
actividad microbiana. Estos cambios favorecen la calidad del suelo y generan un ambiente mas
adecuado para el establecimiento, crecimiento y desarrollo vegetal.

A pesar de estos avances, la literatura cientifica evidencia un vacio de conocimiento
importante respecto al empleo de pulpa de café como bioestimulante en especies amazonicas de
importancia econdomica como el copoazll. La mayoria de los trabajos disponibles se han enfocado
en cultivos agricolas tradicionales, en procesos de compostaje o en la caracterizacion quimica del
residuo, mientras que son escasos los estudios que evallian simultdneamente sus efectos sobre
variables morfologicas, fisiologicas, bioquimicas y edaficas bajo condiciones de estrés luminico.
En este contexto, esta investigacion contribuye al conocimiento sobre el uso de la pulpa de café
seca como bioestimulante natural, evaluando su capacidad para modificar la respuesta fisiologica
del copoazi y aportar alternativas sostenibles para la valorizacion de un subproducto
agroindustrial generado en la region amazonica.

2.2.1 Analisis cienciométrico
El andlisis cienciométrico, basado en la revision bibliografica en las bases de datos

Scopus y Web of Science evidencid una investigacion interdisciplinar en torno al
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aprovechamiento de subproductos del café¢ en contextos agricolas y ambientales. Para la
conformacion del corpus se aplicd una estrategia de busqueda en el campo TITLE-ABS-KEY,
enfocada en los residuos y subproductos del café, su aplicacion en plantas/cultivos y su uso como
bioestimulantes o enmiendas del suelo. Adicionalmente, se incorporaron palabras clave
asociadas con la respuesta fisiologica vegetal y el estrés abiotico, incluyendo términos
relacionados con estrés luminico, estrés oxidativo, actividad antioxidante, especies reactivas de
oxigeno (ROS), fotosintesis y pigmentos, asi como variables de crecimiento y productividad.
Con base en este corpus y las relaciones entre los términos, se procedio a hacer los siguientes
analisis.

Figura 8.

Andlisis cienciométrico de la investigacion sobre subproductos del café y sus

aplicaciones agricolas
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Nota. (1) Mapa de co-ocurrencia de términos relacionados con la investigacion de
subproductos del café y sus aplicaciones agricolas; (2) categorias tematicas de investigacion
identificadas en la literatura cientifica; (3) evolucién anual del numero de documentos
publicados; (4) principales autores segin nimero de documentos publicados; (5) distribucién de
documentos por pais; y (6) distribuciéon de documentos por organizacién o institucion de
afiliacion. Elaboracion mediante VOSviewer, Scopus y Web of Science a partir de la base

bibliografica analizada.
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2.2.1.1 Mapa de co-ocurrencia (VOSviewer). El mapa de co-ocurrencia de palabras
clave (Figura 8.1) muestra un campo de investigacion estructurado alrededor de términos
centrales como coffee y spent coffee grounds, que conectan diferentes lineas tematicas. Un
primer cluster (verde) agrupa términos relacionados con compuestos bioactivos y antioxidantes,
como antioxidants, polyphenols, phenols, chlorogenic acids y caffeine, reflejando el interés por
la caracterizacion y aprovechamiento bioldgico de los residuos del café. Un segundo cluster
(rojo) retine términos asociados a aplicaciones agricolas, incluyendo soil amendment,
composting, vermicompost, fertilizer, biochar, plant growth y soil quality, evidenciando el
estudio de estos residuos como enmiendas organicas y su efecto sobre el suelo y el crecimiento
vegetal. Por ultimo, el claster (azul) integra términos vinculados con procesos de valorizacion
industrial, como fermentation, biofuel, biodiesel y waste treatment, indicando una linea de
investigacion orientada al aprovechamiento de los residuos del café para la obtencion de
bioproductos y bioenergia. En conjunto, el mapa evidencia un enfoque multidisciplinario que
abarca la valorizacidon quimica, agricola e industrial de los subproductos del café.

2.2.1.2 Evolucion y estructura de la produccion cientifica sobre subproductos del café.
Los indicadores bibliométricos complementarios de la Figura 8 evidencian que la investigacion
sobre subproductos del café constituye un campo en expansion, con un marcado crecimiento en
la produccion cientifica durante los tltimos afios, especialmente a partir de 2019. Las categorias
tematicas predominantes corresponden a Ciencias Ambientales, Ciencia del Suelo, Agronomia y
Ciencias Vegetales, lo que confirma un enfoque centrado en la valorizacion de residuos del café
y sus aplicaciones agricolas y ambientales.

La produccion cientifica presenta un liderazgo distribuido entre diversos autores e

instituciones, destacandose universidades y centros de investigacion con trayectoria en
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agricultura, suelos y manejo de residuos agroindustriales. A nivel geografico, Brasil concentra la
mayor cantidad de publicaciones, seguido por paises como Italia, Indonesia y Etiopia, reflejando
la convergencia entre regiones con alta produccion cafetera y paises con capacidad cientifica en
areas como ingenieria ambiental, agroindustria y economia circular. En conjunto, estos
resultados reflejan que la valorizacion de los subproductos del café constituye una linea de
investigacion de creciente relevancia internacional, orientada al desarrollo de estrategias
sostenibles que permitan reducir el impacto ambiental asociado a la generacion de residuos y

promover su reincorporacion en sistemas agricolas bajo principios de economia circular.
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3 Metodologia

Figura 9.

Flujograma del procedimiento metodologico experimental
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Nota. Esquema secuencializado de las fases operativas aplicadas en la investigacion,
detallando la interaccion entre el manejo de tratamientos, la toma de datos morofisiologicos y el
procesamiento final de la informacion.

El procedimiento metodoldgico experimental desarrollado en este estudio se estructurd de
forma secuencial mediante una serie de etapas interconectadas, las cuales abarcan desde la
preparacion del material vegetal y el establecimiento de los tratamientos, hasta la medicion de
variables y el andlisis estadistico correspondiente (Figura 9). A partir de este planteamiento
experimental, se implement6 un disefio completamente aleatorizado con el proposito de evaluar
el efecto de la pulpa de café sobre el crecimiento y la respuesta fisiologica de plantas de
Theobroma grandiflorum (copoazu).

El estudio considerd dos condiciones de cultivo (polisombra al 65% y alta irradiancia) y
cuatro niveles de aplicacion de pulpa de café como enmienda organica solida (0, 5, 10 y 20 g).
La combinacion de estos factores generd ocho tratamientos experimentales, cada uno
conformado por seis réplicas, para un total de 48 unidades experimentales (Tabla 1). Las plantas
fueron seleccionadas con base en criterios de homogeneidad y asignadas aleatoriamente a los
tratamientos, garantizando que todas las unidades experimentales tuvieran la misma probabilidad
de recibir cualquiera de las combinaciones evaluadas. La aleatorizacion y la replicacion
permitieron minimizar sesgos experimentales y aumentar la confiabilidad de los resultados

obtenidos (Birhane et al., 2014).
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Tabla 1.

Distribucion de tratamientos y unidades experimentales del estudio

Ne° Especie  Condicion Tratamiento Aplicacion  Plantas

1 Pulpa de café 5 s 6
Alta P o8 g

2 . . . Pulpadecafé 10 g NS 6
irradiancia i o0

3 = Pulpa de café¢ 20 g S 6

4 § Pulpa de café 5 g % 6

5 & Sombra  Pulpadecafé 10 g g 6

6 © Pulpa de café 20 g & 6

7 Control luz 6

8 Control sombra 6

Total 48

Adicionalmente, se elabord un mapa de ubicacion de las plantulas para registrar la
posicion de cada unidad experimental dentro del arreglo (Figura 10). Con base en este mapa, las
plantas fueron rotadas peridodicamente dentro de su mismo tratamiento (intercambiando
posiciones entre las seis plantas de cada grupo), con el fin de minimizar efectos de borde o de
frontera, es decir, variaciones asociadas a ocupar posiciones periféricas frente a posiciones mas
centrales en la disposicion. Esto mejora la trazabilidad del montaje y reduce posibles sesgos
espaciales durante el desarrollo del experimento (Hartung et al., 2019).

Figura 10.

Distribucion espacial de las unidades experimentales por tratamiento

G | [55 ] [108 ] [ 208 |
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Nota. Esquema de la disposicion de las plantulas de copoazu (Theobroma grandiflorum)
dentro de cada condicion experimental. La distribucion incluy6 los tratamientos correspondientes
a las dosis de pulpa de café (control, 5, 10 y 20 g por planta) y sus respectivas repeticiones. La
misma organizacion espacial fue utilizada tanto para las plantas sometidas a alta irradiancia
como para aquellas mantenidas en condiciones de invernadero.

3.1 Germinacion y crecimiento de plantas de copoazu

Los frutos fueron adquiridos a través de la empresa Puramazonia Zomac SAS, ubicada en
Florencia, Caqueta (Colombia). Posteriormente, las semillas fueron despulpadas utilizando
cascarilla de arroz y desinfectadas mediante inmersion en una solucion de hipoclorito de sodio al
1% (v/v). A continuacidon, se dispusieron en cubetas de huevo, asegurando condiciones
controladas que favorecieran la germinacion de las semillas. Una vez ocurri6 la emergencia de la
radicula, las semillas fueron trasplantadas a bolsas que contenian 1600 g de sustrato, compuesto
por 40% de tierra negra, 15% de cascarilla de arroz, 15% de arena, y 30% de compost
(hojarasca). La siembra se realiz6 a una profundidad de 1 cm y con la radicula orientada hacia
abajo. Posteriormente, las bolsas se mantuvieron bajo condiciones de sombra, considerando que
el Theobroma es un género umbroéfilo que requiere baja luminosidad para su desarrollo.

3.2 Preparacion de residuos de café para su aplicacion experimental

La pulpa de café utilizada en este estudio provino de Coffea arabica, incluyendo
variedades como Castillo, Colombia, Tabi, Geisha y Borbon Rosado. Esta fue recolectada como
subproducto proporcionado por la empresa “Café Hacienda Casablanca”, ubicada en Santander,
via Pamplona - Cucuta. La pulpa del café fue secada en horno a 50 °C durante 3 dias para
minimizar la degradacion de compuestos termolabiles. Una vez eliminado el mayor contenido de

humedad, el material fue molido y conservado para su posterior aplicaciéon siguiendo el
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procedimiento propuesto por Krakowska et al. (2022), y Torres et al. (2019), quienes destacan la
eficacia de los procesos de secado y molienda para preservar compuestos bioactivos y mejorar la
estabilidad del material.

Este proceso de secado representd una etapa fundamental para la estabilizacion
microbiologica de la pulpa de café, debido a que la reduccion del contenido de humedad limita la
disponibilidad de agua necesaria para el desarrollo y proliferacion de microorganismos (Tapia et
al., 2020). Ademas, favorece la conservacion del material durante el almacenamiento al limitar
los procesos de fermentacion y deterioro microbiologico, permitiendo obtener una pulpa mas
estable para su aplicacion experimental (Torres et al., 2019).

3.3 Tratamientos de bioestimulacion con pulpa de café

Una vez seleccionados los grupos de plantas con crecimiento homogéneo para los
tratamientos y controles, se establecid el disefio experimental descrito en la Tabla 1. Las plantas
de copoazll, con cuatro meses de crecimiento, permanecieron inicialmente durante quince dias
bajo condiciones de invernadero como periodo de adaptacion. Finalizado este periodo, las
plantas se distribuyeron en dos ambientes de cultivo. Un grupo permaneci6 bajo las condiciones
del invernadero, mientras que el otro se trasladd a un ambiente con mayor exposicion a la
radiacion solar natural, conforme al disefio experimental.

La pulpa de café previamente pretratada (Seccion 3.2) se aplicod sobre la superficie del
sustrato en dosis de 5 g, 10 g y 20 g por planta, segin el tratamiento correspondiente. Se
realizaron cuatro aplicaciones, con una frecuencia de una aplicacion cada quince dias. En cada
aplicacion, el sustrato se removid superficialmente para favorecer la incorporaciéon homogénea

de la pulpa y facilitar el contacto del material con la zona radicular durante el riego.
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Durante los dos meses de duracion del experimento, todas las plantas recibieron 100 mL
de agua cada dos dias para mantener la humedad del sustrato y favorecer la liberacion gradual de
los compuestos bioactivos presentes en la pulpa de café. Este volumen se establecid6 mediante
una estimacion gravimétrica del contenido de humedad del sustrato. Para ello, se tomd una
submuestra representativa obtenida a partir de 1600 g de sustrato fresco, la cual se sec6 en horno
a 70 °C durante tres dias, hasta alcanzar masa constante, para determinar la masa seca de
referencia empleada en la estimacion gravimétrica del contenido de humedad del sustrato,
siguiendo el principio del método gravimétrico descrito por la Food and Agriculture
Organization of the United Nations (2023).

Durante el desarrollo del ensayo, cada quince dias se evaluaron los pardmetros
fisiologicos y morfologicos descritos en la Seccion 3.4. Al finalizar el experimento, las plantas
fueron colectadas y el material vegetal se separ6 en hojas y raices para los andlisis bioquimicos
descritos en la Seccion 3.6.

Por otro lado, con el fin de caracterizar las condiciones ambientales durante el desarrollo
del experimento, se registraron la temperatura del aire y la humedad relativa en cuatro ocasiones
mediante un medidor de temperatura y humedad Humidity & Temperature Meter (UNI-T),
utilizando la sonda externa del equipo para la medicion de la temperatura. Las plantas destinadas
a la condicion de sombra permanecieron durante todo el experimento bajo una cubierta de
polisombra con un nivel de sombreo del 65 %, mientras que las plantas del tratamiento de mayor
exposicion a la radiacion solar fueron mantenidas a cielo abierto.

Durante el periodo experimental, la temperatura del aire oscil6 entre 26,1 y 32,4 °C,
mientras que la humedad relativa present6d valores entre 70 y 85 %, evidenciando variaciones

propias de las condiciones climaticas durante el tiempo de evaluacion.
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Es importante sefialar que, aunque se realizo el seguimiento de variables microclimaticas
como la temperatura y la humedad relativa, no se efectuaron mediciones de la radiacion
fotosintéticamente activa (PAR o PPFD). En consecuencia, los resultados de este estudio
corresponden a la comparacion entre plantas cultivadas bajo dos condiciones de exposicion a la
radiacion (una de mayor exposicion solar y otra bajo polisombra al 65 %), sin que ello represente
una cuantificacion directa de la intensidad del estrés luminico.

3.4 Toma de parametros morfologicos y fisiologicos

La evaluacion de las variables de crecimiento se realizd siguiendo los procedimientos
descritos por Aguilar y Quintanilla. (2018), con algunas modificaciones. Brevemente, se
evaluaron variables morfoldgicas como altura de planta, didmetro del tallo, ancho y largo de las
hojas; y fisioldgicas como el area foliar, y porcentaje de biomasa, para relacionar el manejo
inicial con el desempefio en invernadero.

3.4.1 Caracteristicas morfologicas

La evaluacion de las variables morfologicas clave (longitud del tallo, didmetro del tallo, y
ancho y largo de las hojas) se llevd a cabo mediante mediciones manuales directas empleando
instrumentos de medicion convencionales de alta precision. Esta aproximacion metodologica se
fundamenta en los criterios y descriptores estandarizados para el estudio morfoagronémico y
fenotipado vegetal, con mediciones periddicas ajustadas a las condiciones y objetivos de esta
investigacion (Avendafio et al., 2014; Martinez et al., 2014). Las evaluaciones se realizaron con
una periodicidad de 15 dias a partir del momento en que se aplicaron los tratamientos, siguiendo

los criterios técnicos descritos a continuacion (Figura 11).
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Figura 11.
Ubicacion de las mediciones morfologicas realizadas en plantulas de copoazu

Anchoy largo
de las hojas

Altura de e
la planta i3 cm Diametro
del tallo

Nota. Representacion de los puntos de medicion utilizados para la evaluacion del
crecimiento vegetal en plantulas de copoazu (Theobroma grandiflorum). Se indican las variables
morfologicas registradas durante el estudio: longitud del tallo, diAmetro basal del tallo, longitud
y ancho foliares.

a) Longitud del tallo: La medicion se hizo utilizando una cinta métrica flexible. La
medicion se realizd de forma vertical, extendiendo el instrumento desde una marca fija
cercana a la superficie del sustrato hasta el meristema apical o yema terminal mas alta de
la plantula. Este procedimiento directo constituye un estdndar practico recomendado para
cuantificar el crecimiento longitudinal del material vegetal bajo condiciones controladas
(Avendafio et al., 2014).

b) Diametro del tallo: Se determind mediante el uso de un calibrador vernier o pie de rey.
Para estandarizar las lecturas y evitar variaciones o sesgos asociados a las irregularidades

morfoldgicas de la base del tallo, las mordazas del instrumento se situaron fijamente a
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una altura constante de 3 cm por encima del primer brote o cicatriz cotiledonal. El
empleo de este instrumento de precision se encuentra respaldado por los protocolos de
seleccion de descriptores minimos para el monitoreo del vigor y el crecimiento real en
plantas de cacao (Martinez et al., 2014).
c) Ancho y largo de las hojas: Para realizar un seguimiento longitudinal e individualizado
de las hojas, inicialmente estas se marcaron en su orden cronoldgico de brotacion
empleando marquillas de colores. Se asign6 el color naranja a la primera hoja emergida,
seguido del morado para la segunda, negro para la tercera, rosado para la cuarta y blanco
para la quinta. A partir de esta codificacion, el largo maximo (desde la base del limbo
hasta el apice de la ldmina foliar) y el ancho maximo de cada hoja seleccionada se
midieron directamente utilizando una regla milimétrica rigida. Esta metodologia de
medicion manual directa representa una técnica no destructiva validada dentro de los
manuales graficos de descriptores varietales para evaluar la evolucion de las estructuras
foliares de manera precisa (Avendafio et al., 2014; Martinez et al., 2014). Al igual que las
demas variables, este proceso se ejecutd de forma continua cada 15 dias.
3.4.2 Caracteristicas fisioldgicas

Las caracteristicas fisiologicas se evaluaron mediante indicadores asociados al
crecimiento y funcionamiento de las plantas, tales como el desarrollo radical, el area foliar y la
acumulacion de biomasa en hojas, tallo y raiz. Estas variables permiten valorar de manera
integrada la capacidad de las plantas para captar y utilizar recursos, asi como su respuesta a las
condiciones ambientales y a los tratamientos aplicados (Taiz et al., 2015). En este estudio se

evaluaron la longitud de la raiz, el area foliar y la biomasa de raiz, hojas y tallo, siguiendo la
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metodologia descrita por Banguero et al. (2015), con las adaptaciones necesarias para las
condiciones experimentales planteadas.

a) Porcentaje de biomasa en hojas, tallo y raiz: Durante el proceso de colecta, se
extrajeron las raices del sustrato mediante la inmersion de la planta en agua para separar
cuidadosamente la tierra. A continuacidn, el tallo fue cortado de la raiz. La raiz fue
medida para registrar su longitud total y la longitud de la raiz principal, ademas de su
didmetro basal con un pie de rey. Su volumen se determiné por desplazamiento de agua
en una probeta de 100 mL llenada hasta los 80 mL. Posteriormente, la raiz se pes6 en
fresco y se llevo a liofilizacion para obtener su peso seco, y finalmente, se almacen6 a -80
°C para analisis bioquimicos. Por su parte, las hojas (tras la obtencion de discos) fueron
secados en una estufa a 70 °C durante 48 horas para finalmente registrar su peso seco, lo
que permitié encontrar el porcentaje de biomasa en hojas, tallo y raiz.

b) Area foliar: El 4rea foliar de las plantas fue estimado utilizando la formula general para
hojas: Area foliar (cm?) = Longitud (L) x Ancho méaximo (A) x k, donde L es la longitud
de la hoja (desde la base hasta el apice, sin incluir el peciolo), A es el ancho méaximo de
la hoja, y & es un coeficiente de forma. Este método, ampliamente empleado en cacao y
otras especies del género Theobroma, ha demostrado ser una alternativa confiable para la
estimacion no destructiva del area foliar (Salazar et al., 2018).

El valor de & se determiné empiricamente a partir de una muestra representativa de hojas,
cuyos contornos fueron digitalizados mediante escaneo y analizados con el software
ImagelJ, una herramienta validada para el andlisis de superficies biologicas y ampliamente
utilizada en estudios de fisiologia vegetal (Schneider et al., 2012). A partir de estos datos,

se calculd k£ como la relacion entre el area medida y el producto LxA para cada hoja, y
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posteriormente se estim6 un valor promedio que fue utilizado en la formula general

(Apéndice 1y 2). Este procedimiento permitié obtener un factor de correccion ajustado a

la morfologia especifica de las hojas de copoazu, siguiendo el principio metodologico de

calibracion empleado para especies del género Theobroma (Salazar et al., 2018).
3.5 Analisis de suelo

El analisis fisicoquimico del suelo (Apéndice 16) se realizd con el proposito de evaluar
los cambios en sus propiedades como respuesta a la aplicacion de los diferentes tratamientos.
Para ello, las muestras se recolectaron a una profundidad de 0—20 cm en puntos representativos
de cada unidad experimental. Posteriormente, las determinaciones analiticas se efectuaron en el
Laboratorio Quimico de Consultas Industriales (LQCI) de la Universidad Industrial de
Santander, utilizando metodologias estandarizadas para la caracterizacion de las propiedades
quimicas del suelo (Lopez et al., 2002; Sparks., 1996).

Se determinaron los macronutrientes nitrogeno total (N), fosforo disponible (P), potasio
(K), calcio (Ca) y magnesio (Mg), asi como los micronutrientes hierro (Fe), cobre (Cu),
manganeso (Mn), boro (B) y zinc (Zn). Adicionalmente, se cuantificaron el carbono orgéanico
mediante el método colorimétrico de Walkley-Black y el fosforo disponible mediante el método
Bray II. Los contenidos de sodio (Na), aluminio (Al) y azufre (S) se determinaron mediante
técnicas de absorcidon atdmica, extraccion con DTPA, extraccion con KCl y métodos
turbidimétricos, segun correspondiera. Asimismo, se evaluaron el pH, la conductividad eléctrica
(CE), la textura y la capacidad de intercambio catiénico (CIC), con el fin de caracterizar las
propiedades fisicoquimicas del suelo y evaluar su respuesta a los tratamientos aplicados (Lopez

et al., 2002; Sparks., 1996).
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Este analisis permitio complementar la evaluacion de la respuesta de las plantas mediante
la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas del suelo asociadas a cada tratamiento,
facilitando la interpretacion de la relacion suelo—planta y de su influencia sobre el crecimiento y
desarrollo del copoazu.

3.6 Analisis bioquimico de compuestos funcionales en tejido vegetal

Con el proposito de evaluar el efecto de los tratamientos sobre la respuesta fisiologica y
el metabolica de las plantas, se realizd un andlisis bioquimico de hojas y raices al finalizar el
experimento. Para esto, se tomaron discos foliares de 1.5 cm de didmetro y muestras de raices.
Para asegurar una representacion adecuada de la actividad metabdlica general del 6rgano, las
muestras para los analisis bioquimicos se obtuvieron a partir de una mezcla de discos foliares
tomados de las secciones basal, central y apical de la ldmina foliar. Esta aproximacion permite
maximizar el rendimiento analitico con el material biologico disponible y obtener un perfil
bioquimico promedio de la hoja, lo cual es esencial para determinar las diferencias entre los
tratamientos. Una vez colectadas las muestras, se colocaron en sobres de aluminio, y se
sumergieron en nitrogeno liquido para su correcta conservacion y se almacenaron a -80 °C en un
ultracongelador (Thermo Thermo Scientific; Waltham, MA, USA) hasta su posterior analisis.
Especificamente, se cuantificaron clorofilas, carotenoides, compuestos fenolicos, proteinas
solubles, flavonoides y azucares totales, empleando técnicas espectrofotométricas y protocolos
estandarizados que incluyen curvas de calibracion y medicion de absorbancia.

Los andlisis de los pardmetros bioquimicos se realizaron a partir de diferentes
procedimientos de extraccion, segun la biomolécula de interés. Las extracciones se clasificaron
en cuatro grupos: (i) extraccion con metanol al 80% (v/v), empleada para la determinacion de

fenoles totales y flavonoides; (i) extraccion acuosa, utilizada para la cuantificacion de azucares



EFECTO BIOESTIMULANTE DE LA PULPA DE CAFE EN COPOAZU 69

totales; (iil) extraccion con acetona al 80% (v/v), destinada al analisis de clorofilas y
carotenoides; y (iv) extraccion con buffer Tris-HCI, empleada para la determinacion de proteinas
totales. Los procedimientos de extraccion, asi como los protocolos de cuantificacion
correspondientes para cada biomolécula, se describen a continuacion:

a) Clorofilas y carotenoides: La determinacion de clorofilas y carotenoides se realizo
siguiendo el método descrito por Lichtenthaler (1987), con adaptaciones a las
condiciones experimentales del presente estudio. Para la extraccion de los pigmentos, 2
discos foliares se homogenizaron en 3 mL de acetona al 80% (v/v) en condiciones d¢lbhaja
luminosidad, con el fin de minimizar su degradacion. Posteriormente, la mezcla se
centrifugd a 8.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El residuo vegetal se sometid (az)una
segunda extraccion mediante la adicion de 2 mL de acetona al 80% (v/v), recuperandose

3
el sobrenadante obtenido para su lectura en espectrofotometro de luz V(iszble
GENESYS™ 140 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU) a 470 nm, 6ét§)nm
y 663 nm. Las concentraciones de clorofila a, clorofila b, clorofila total y carotenoides

totales se calcularon utilizando las ecuaciones propuestas por Lichtenthaler (1987)

(Ecuaciones 1-4):

Clorofila a (;—‘i) = 12,25 (Aega) — 2,79 (Asss)

L
Clorofila b (;—‘i) — 21,50 (Agse) — 5,10 (Agea)

L
Clorofila a+ b (;—‘i) = 7,15 (Ages) + 18,71 (Asse)

L 1000 (A470) — 1,82 (C,) — 85,02 (C
Clorofilas + Carotenoides (L—i) - (As70) 198( a) (Cp)
m
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b) Fenoles totales: La determinacion de fenoles totales se realizd mediante el método

colorimétrico de Folin-Ciocalteu, basado en la capacidad reductora de los compuestos
fenolicos frente a los complejos de fosfomolibdato y fosfotungstato presentes en el
reactivo. Esta reaccion genera una coloracion azul cuya intensidad, medida
espectrofotométricamente. El procedimiento se siguido de acuerdo con lo descrito por
Singleton & Rossi (1965), con algunas modificaciones. Brevemente, se emplearon 200
pL del extracto metandlico al 80% (v/v), preparado a partir de 50 mg de tejido foliar
(equivalentes a cuatro discos foliares) o 100 mg de tejido radical, los cuales se mezclaron
con 1800 puL de agua destilada y 200 puL del reactivo de Folin-Ciocalteu. La mezcla se
homogenizé mediante vortex y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se afiadieron 2 mL de Na.COs al 7% (p/v) y 800 pL de agua destilada,
seguida de homogenizacion en vortex e incubacion durante 90 minutos en oscuridad. La
absorbancia se registrd en un espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu Corporation, Kioto,
Japon) a 750 nm. Para la curva de calibracion se utilizo 4cido galico como estandar,
preparando soluciones de concentracion conocida (0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 160
pg/mL), y los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido galico
(pureza >98%, Merck) por gramo de peso fresco (mg EAG/g PF), de acuerdo con lo
establecido por Ainsworth & Gillespie (2007).

Proteinas totales: Las proteinas totales en el material vegetal (hojas y raices) fueron
extraidas por un método de lisis quimica que consta de adiciéon de dodecil sulfato de
sodio (SDS), dithiotretitol (DTT) en un buffer Tris-HCI (Li & Keller., 2023). En detalle,
se pesaron aproximadamente 100 mg de material vegetal fresco de copoazi y se

maceraron con 2 mL de solucion de lisis (100 mM Tris-HCI pH 6.9 con 4% de SDS y 50
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mM de DTT), una vez la muestra estuvo homogenizada, fue transferida a un tubo cénico
de 5 mL y se dispuso en un bafio ultrasonico en el sonicador modelo E1SH (Elma
Schmidbauer GmbH, Singen, Alemania) a 65°C durante 30 minutos con el fin de extraer
tanto proteinas extracelulares como intracelulares. Una vez concluido el proceso de lisis,
se adiciond 1 mL de una solucién fria de TCA al 10% (p/v) en acetona para inducir la
precipitacion de proteinas (Mikulasek, K., et al, 2021). Una vez formado el pellet de
proteinas, fueron purificadas por lavados sucesivos con acetona fria mediante
centrifugacion a 10.000 rpm durante 15 min, hasta que el pellet tom6 una coloracion
blanca. Finalmente, las proteinas fueron resuspendidas en buffer Tris-HCI 50 mM a pH
8.6 para su posterior cuantificacion mediante el método de 4cido bicinconinico (BCA)
empleando un kit comercial Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, 2020) de
acuerdo con las indicaciones del fabricante.
De manera resumida, se prepar6 una curva estandar con alblimina sérica bovina (BSA,
por sus siglas en inglés) a diferentes concentraciones (0, 5, 25, 125, 250, 500, 750, 1000,
1500, 1900 pg/mL). Seguidamente, las muestras fueron incubadas con el reactivo de
trabajo del kit de BCA a 37 °C por 30 min. Transcurrido el tiempo, se midié la
absorbancia a 562 nm en lector de microplacas (Epoch Microplate Spectrophotometer,
BioTek, EE. UU). Las concentraciones de proteinas de determinaron mediante la
interpolacion en la curva estandar, incluyendo blancos y controles de recuperacion para
validar la precision del método.

d) Flavonoides: La cuantificacion de flavonoides totales se realizd mediante el método
colorimétrico basado en la formacidon de complejos con cloruro de aluminio (AlCI3). Este

método se fundamenta en la capacidad de los iones AI** para formar complejos con
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determinados grupos funcionales presentes en la estructura de los flavonoides,
principalmente grupos carbonilo y grupos hidroxilo capaces de actuar como sitios de
coordinacién. La formacion de estos complejos produce una coloracion caracteristica
cuya intensidad puede determinarse espectrofotométricamente y se relaciona con el
contenido de flavonoides de la muestra. Para la extraccion de los compuestos, se empled
metanol al 80 % (v/v) como solvente.

El procedimiento se realiz6 de acuerdo con la metodologia descrita originalmente por
Zhishen et al. (1999), con modificaciones en los volumenes de reactivos adaptadas a las
condiciones experimentales del presente estudio, y considerando las adaptaciones
aplicadas en otros trabajos similares (Chang et al., 2002).

Se tomaron 0,5 mL del extracto metanélico al 80% (v/v) obtenido a partir de 50 mg de
tejido foliar, equivalentes a cuatro discos foliares, o 100 mg de tejido radicular. A cada
alicuota se adicionaron 150 puL de NaNO: al 5% (p/v). Después de 5 minutos de
incubacion a temperatura ambiente, se afiadieron 150 pL de AICl: al 10% (p/v).
Transcurridos 6 minutos de reaccion, se incorporé 1 mL de NaOH 1 M y el volumen se
ajustd a 5 mL con agua destilada. Posteriormente, la mezcla se homogenizé y la
absorbancia se determind a 510 nm utilizando un espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu
Corporation, Kioto, Japon).

Para la curva de calibracion se empled catequina como estandar, utilizando
concentraciones de: 0; 0,020; 0,040; 0,060; 0,080; 0,100; 0,120 mg/mL. Los resultados se
expresaron como miligramos equivalentes de catequina por gramo de peso fresco (mg

EC/g PF). La catequina utilizada presentd una pureza superior al 98 % (Merck).
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e) Azucares totales: La determinacion de azicares totales se realizd6 mediante el método
colorimétrico de antrona, de acuerdo lo descrito por Yemm & Willis (1954). Para ello, se
mezclaron 0,5 mL del extracto acuoso con 2,5 mL del reactivo de antrona, preparado a
partir de antrona (97%; Sigma-Aldrich) disuelta en acido sulftrico concentrado (H2SO4).
La mezcla se homogenizé mediante agitacion en vortex y se mantuvo refrigerada hasta su
procesamiento. Posteriormente, se incubo a 100 °C durante 10 minutos. Una vez enfriada
a temperatura ambiente, la absorbancia se midi6 a 620 nm utilizando un lector de
microplacas Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek, EE. UU.). La cuantificacion
se realiz0 mediante una curva de calibracion elaborada con glucosa (=99,5%; Sigma-
Aldrich) empleando concentraciones de 0, 20, 40, 50, 60, 80, 100, 150, 200 y 250 pug/mL.
Los resultados de los analisis bioquimicos se expresaron como miligramos equivalentes

del estandar correspondiente por gramo de peso fresco (mg E/g PF) para las muestras de hojas y
como miligramos equivalentes del estdndar correspondiente por gramo de peso seco (mg E/g PS)
para las muestras de raices. Todos los andlisis bioquimicos descritos anteriormente se realizaron
por duplicado.

Estos analisis permitieron correlacionar la actividad bioestimulante de los tratamientos
con respuestas fisiologicas clave, relacionadas con la fotosintesis, el metabolismo secundario y la
acumulacion de reservas energéticas.

3.7 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante Microsoft Excel 2016 y Python

3.12. Para el procesamiento, andlisis y representacion grafica de los datos se emplearon las

bibliotecas empleando las bibliotecas NumPy, Pandas, SciPy, Matplotlib y Seaborn. Los
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resultados se reportaron como media aritmética + error estandar (EE), mientras que las barras de
error mostradas en las figuras corresponden al error estandar de las mediciones.

Previamente a los analisis inferenciales, se evaluaron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas mediante las pruebas de Shapiro—Wilk y Levene, respectivamente,
de acuerdo con los criterios establecidos por Ghasemi & Zahediasl (2012). En el caso de las
variables analizadas mediante disefios multifactoriales, se verificoO adicionalmente Ila
homogeneidad de las matrices de varianza-covarianza mediante la prueba M de Box.

La seleccion de las pruebas estadisticas se realizd en funcion del cumplimiento de los
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas. Para las variables bioquimicas
determinadas en hojas y raices (proteinas, carbohidratos, fenoles y flavonoides), se empleé un
analisis de varianza mixto (Mixed ANOVA) cuando se cumplieron los supuestos paramétricos.
Cuando estos no se cumplieron, se utilizd el andlisis de varianza no paramétrico mediante
transformacion de rangos alineados (Aligned Rank Transform ANOVA, ART ANOVA),
siguiendo la metodologia propuesta por Wobbrock et al. (2011). En las variables morfologicas,
de biomasa y de pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenoides), se aplico el ANOVA de
Welch cuando se presentd heterogeneidad de varianzas, manteniendo el supuesto de normalidad.
En aquellos casos en los que no se cumplio este Gltimo supuesto, se utilizo la prueba de Kruskal—
Wallis.

Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante las pruebas t de Welch, prueba de
Mann—Whitney, prueba t pareada o prueba de rangos con signo de Wilcoxon, segun las
caracteristicas de los datos y el cumplimiento de los supuestos estadisticos. Para todas las
pruebas se establecid6 un nivel de significancia de a = 0,05, considerando diferencias

estadisticamente significativas cuando p < 0,05.
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Adicionalmente, se realizaron analisis exploratorios para identificar patrones globales de
respuesta entre tratamientos. Para ello, se construyeron diagramas de caja y bigotes (Box-plot),
mapas de calor basados en cambios relativos respecto a los controles y se evaluaron las
asociaciones entre variables mediante correlaciones de Spearman. Las relaciones con
coeficientes absolutos de correlacion superiores a 0,7 (|p| > 0,7) se utilizaron para construir una
matriz de adyacencia y una red de correlaciones, permitiendo identificar grupos de variables con
respuestas coordinadas, determinar la direccién de las asociaciones y establecer el grado de
centralidad de cada variable dentro del sistema evaluado.

Los Apéndices 21 al 26 presentan las tablas correspondientes a los analisis de varianza
(ANOVA), en las cuales se incluyen los valores de significancia estadistica asociados con los
efectos de los tratamientos sobre las diferentes variables evaluadas. Estas tablas constituyen el

respaldo estadistico de los resultados presentados en el documento.

4 Resultados

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos durante la etapa experimental, en la
que se evalud el efecto de la pulpa de café¢ como bioestimulante en plantulas de copoazi
(Theobroma grandiflorum), considerando diferentes dosis de aplicacion y condiciones luminicas.
Los resultados se presentan en cinco apartados: caracterizacion fisicoquimica del sustrato,
respuestas morfologicas y de biomasa, contenido de pigmentos fotosintéticos, metabolitos
primarios y secundarios, y analisis multivariado de las variables evaluadas.

4.1 Caracterizacion fisicoquimica del sustrato
La caracterizacion fisicoquimica del sustrato permitio determinar los cambios asociados

con la aplicacion de pulpa de café sobre sus propiedades quimicas al finalizar el ciclo
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experimental. Para cada tratamiento se obtuvo una muestra compuesta a partir de la mezcla del
sustrato recolectado de las seis unidades experimentales correspondientes. En total, se analizaron
ocho muestras compuestas, correspondientes a los tratamientos control, 5, 10 y 20 g de pulpa de
café, bajo condiciones de alta irradiancia y sombra. Los valores absolutos obtenidos mediante los
analisis fisicoquimicos realizados por el Laboratorio Quimico de Consultas Industriales (LQCI)
se presentan en el Apéndice 16. Para facilitar la comparacion entre tratamientos y visualizar los
cambios relativos respecto a los controles, los datos fueron normalizados y representados
mediante mapas de calor en la Figura 12, correspondientes a las dos condiciones de cultivo

evaluadas.
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Figura 12.

Mapa de calor de las variables fisicoquimicas del suelo normalizadas respecto al control

bajo condiciones de luz solar directa y bajo sombra al 65%

a) Valor relativo asociado a cada variable y tratamiento (Alta irradiancia)

PH 1.00 1.23 139 1.36
C (%) - 1.00 0.90 0.92 0.86
P (ppm) - 1.00 0.86 0.87 0.83
Ca (meq/100g) 1.00 1.08 1.01 1.11
Mg (meq/100g) 1.00 123 127 1.46 +
Na (meq/100g) 1.00 1.33 2k 1.03
K (meq/100g) 1.00
Arena (%) 1.00
Limo (%) - 1.00
Arcilla (%) - 1.00 1.00 1.00 1.00
B (ppm) 1.00
Fe (ppm) - 1.00
Mn (ppm) ~ 1.00
Cu (ppm) + 1.00
Zn (ppm) - 1.00
CIC (meq/100g) 1.00
N total (%) - 1.00
Materia Organica (%) - 1.00
Relacién C/N - 1.00
Relacion Ca/Mg - 1.00
Relacién Ca/K - 1.00
Relacién Mg/K - 1.00
Relacion (Ca+Mg)/K - 1.00
CTIRL 59 10g 20g
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b) Valor relativo asociado a cada variable y tratamiento (Sombra)

pH 1.00 1.20 1.25 1.39 +
C (%) 4 1.00 137 1.69 1.40
P (ppm) - 1.00 1.07 0.92 1.03
Ca (meq/100g) 1.00 1.05 7 b 1.08
Mg (meq/100g) - 1.00 1.19 1.36 1.51 +
Na (meq/100g) - 1.00 +
K (meg/100q) ] 1.00 +
Arena (%) 1.00
Limo (%) - 1.00
Arcilla (%) - 1.00
B (ppm) - 1.00
Fe {ppm) - 1.00
Mn (ppm) 4 1.00
Cu (ppm) + 1.00
Zn (ppm) - 1.00 0.97 0.99 1.15
CIC (meq/100g) - 1.00
N total (%) 1.00
Materia Organica (%) 1.00
Relacion C/N - Loo
Relacién Ca/Mg - 1.00
Relacion Ca/fK - 1.00
Relacién Mg/K - 1.00
Relacién (Ca+Mg)/K - 1.00
CTIRL 59 10g 20g

Nota. El mapa de calor ilustra la reconfiguracion del ambiente edéafico inducida por la
pulpa de café. La intensidad del color refleja el valor relativo de cada variable respecto al
control: los valores positivos se representan mediante una gradiente de verde a rojo, donde el
rojo indica los mayores incrementos; los valores negativos se representan mediante una gradiente
de verde a azul, donde el azul indica las mayores disminuciones; y el color verde corresponde a

un valor relativo igual o cercano a cero, equivalente a una respuesta similar a la del control. Y
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Los recuadros negros sefialan las variables que presentaron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al tratamiento control.

La Figura 12a muestra que, bajo condiciones de luz solar directa, la incorporacion de
pulpa de café promovié un incremento generalizado de variables quimicas asociadas con la
fertilidad del sustrato. Estos cambios se reflejaron en los valores absolutos del Apéndice 16,
donde el contenido de potasio aumentd de 1,08 a 4,64 meq/100 g en la dosis de 10 gy a 4,63
meq/100 g en 20 g; el boro pasd de 0,32 a 1,86 y 2,66 ppm, respectivamente; el manganeso
aument6 de 5,85 a 11,48 y 16,23 ppm,; el cobre de 0,65 a 1,20 y 1,68 ppm; el magnesio de 1,73 a
2,19y 2,52 meq/100 g y el nitrégeno total de 0,43 a 0,59 y 0,77 %. De igual forma, la capacidad
de intercambio catidonico (CIC) aumento6 de 17,6 a 29,2 meq/100 g en ambas dosis. En contraste,
variables como el hierro, la materia orgéanica, el porcentaje de limo y las relaciones C/N, Ca/Mg,
Ca/K, Mg/K y (Ca+Mg)/K presentaron una disminucion respecto al control, comportamiento que
también se evidencia en el mapa de calor mediante los valores relativos inferiores a la unidad.

Bajo condiciones de sombra (Figura 12b), la respuesta del sustrato presenté un patrén
parcialmente diferente. Se observaron incrementos progresivos en el pH (de 5,6 a 7,8), el potasio
(de 1,09 a 4,67 meq/100 g), el magnesio (de 1,76 a 2,66 meq/100 g) y el sodio (de 0,26 a 0,46
meq/100 g) conforme aumento la dosis de pulpa de café. Asimismo, el boro, manganeso, cobre y
nitrogeno total alcanzaron sus mayores valores en la dosis de 20 g, incrementandose de 0,32 a
3,75 ppm, 7,37 a 19,98 ppm, 0,59 a 1,63 ppm y 0,36 a 0,99 %, respectivamente. A diferencia del
régimen de luz, el mayor contenido de carbono (5,04 %) y de materia organica (8,69 %) se
registro con la dosis de 10 g, lo que coincide con los mayores valores relativos observados en el
mapa de calor. En contraste, el contenido de hierro disminuy6 de 50,64 a 14,12 ppm, mientras

que las relaciones Ca/Mg, Ca/K, Mg/K y (Ca+tMg)/K también presentaron reducciones
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progresivas respecto al control, reflejando una modificacion del equilibrio catidénico del sustrato
tras la incorporacion de la pulpa de café.
4.2 Respuesta morfolégica y acumulacion de biomasa

La evaluacion de las variables morfologicas y de biomasa permitié determinar el efecto
de la aplicacion de pulpa de café sobre el crecimiento y desarrollo de las plantulas de copoazu.
En primer lugar, se presentan los resultados correspondientes a la cosecha destructiva, que
comprenden variables relacionadas con el desarrollo estructural de las plantas y la acumulacion
de biomasa. Posteriormente, se muestran las variables de crecimiento monitoreadas durante el
desarrollo del experimento. Los resultados se presentan mediante diagramas de caja y bigotes y
mapas de calor, facilitando la comparacion entre tratamientos y la identificacion de patrones de
respuesta bajo las condiciones experimentales evaluadas.

Figura 13.

Comportamiento de las variables de biomasa en plantulas de copoazu tratadas con pulpa
de cafe.

a) Volumen de raiz por grupo b) Longitud total de rafz por grupo
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d) Diametro basal por grupo

¢) Longitud de la raiz principal por grupo
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g) Peso seco raiz por grupo
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Nota. Los diagramas de caja y bigotes muestran la distribucion de las variables asociadas
con la biomasa y el crecimiento radicular en los diferentes tratamientos. La linea central de cada
caja representa la mediana, mientras que la caja comprende el rango intercuartilico (Q1-Q3); los
bigotes indican la dispersion de los datos y los puntos individuales corresponden a las
observaciones experimentales. Las diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante pruebas
de significancia estadistica y, en los casos en que se identificaron diferencias significativas (p <
0,05), los valores de p se indican en la figura.

La Figura 13 presenta la respuesta de las variables de crecimiento radicular y
acumulacion de biomasa de las plantulas de copoazu frente a la aplicacion de diferentes dosis de
pulpa de café bajo condiciones de luz y sombra. En relacion con el desarrollo radicular, el
volumen de raiz (Figura 13a) present6 diferencias significativas tanto en luz (p = 9,63 x 107)
como en sombra (p = 0,00343), observandose un patron consistente en ambos tratamientos. Bajo
luz, el volumen aument6 de 6,83 + 1,14 cm? en el control a 9,50 £ 0,72 cm?® y 9,83 + 0,60 cm? en

las dosis de 5 g y 20 g, respectivamente, mientras que el tratamiento de 10 g registré el menor
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valor (4,00 = 0,63 cm?®). Bajo sombra se observdé una tendencia similar, destacandose
nuevamente la dosis de 5 g (9,67 = 0,76 cm?®). En contraste, la longitud total de la raiz (Figura
13b) no presentd diferencias significativas (p > 0,05), aunque mostré una ligera tendencia a
disminuir con la dosis de 10 g. De manera similar, la longitud de la raiz principal (Figura 13c)
solo difiri6 bajo condiciones de luz (p = 0,0337), donde el tratamiento de 10 g redujo su longitud
promedio de 22,20 + 1,17 cm en el control a 18,00 + 0,95 cm.

El didmetro basal (Figura 13d) presentd diferencias significativas tanto en luz (p =
0,0231) como en sombra (p = 0,00524), confirmando la tendencia observada para el crecimiento
radicular, con una respuesta mas favorable en las dosis de 5 g y 20 g. En conjunto, estos
resultados indican que la respuesta morfologica dependi6 de la dosis aplicada, siendo el
tratamiento de 10 g el que presentd el comportamiento menos favorable.

Respecto a la acumulacion de biomasa, el peso seco del tallo (Figura 13e) mostrd
diferencias significativas tnicamente bajo sombra (p = 0,0179), donde la dosis de 5 g alcanzd
2,38 = 0,22 g, superando al control (1,59 = 0,15 g) y al tratamiento de 10 g (1,88 = 0,33 g). El
peso seco de las hojas (Figura 13f) no presentd diferencias significativas (p > 0,05), mientras
que el peso seco de la raiz (Figura 13g) solo difirié bajo sombra (p = 0,0134), registrando la
dosis de 5 g el mayor valor (1,98 + 0,17 g) frente al control (1,07 + 0,16 g). En general, las dosis
de 5 g y 20 g favorecieron el crecimiento y la acumulacion de biomasa, mientras que el
tratamiento con 10 g mostrd la respuesta menos favorable.

Figura 14.

Mapa de calor de los cambios relativos de las variables morfologicas y de biomasa en

plantulas de copoazu
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Nota. El mapa de calor muestra la respuesta relativa de las variables morfoldgicas y de
biomasa respecto al control para cada tratamiento y condicion luminica. Los tonos rojos indican
respuestas positivas o mayores valores relativos, mientras que los tonos azules representan
respuestas negativas o menores valores relativos; la intensidad del color refleja la magnitud del
efecto. Los recuadros negros indican las variables que presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto al control.

La Figura 14 sintetiza la respuesta relativa de las variables morfoldgicas y de biomasa
respecto a sus respectivos controles, permitiendo visualizar de manera integrada el efecto de las
diferentes dosis de pulpa de café bajo ambos regimenes luminicos. En términos generales, las

dosis de 5 g y 20 g presentaron las respuestas mds favorables, con incrementos relativos
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principalmente en el volumen de raiz, el diametro basal y las variables de biomasa. En contraste,
el tratamiento de 10 g mostr6 predominantemente respuestas negativas o de menor magnitud,
especialmente bajo condiciones de luz. En conjunto, este comportamiento confirma las
tendencias observadas previamente en la Figura 13.

Estas tendencias también fueron respaldadas por el analisis de componentes principales
(PCA) presentado en los Apéndices 17 y 18, el cual permitio evaluar la respuesta conjunta de las
variables morfoldgicas y de biomasa bajo ambos regimenes luminicos. En condicion de luz
(Apéndice 17), los dos primeros componentes principales explicaron el 81,11 % de la variacion
total y evidenciaron una diferenciacion parcial entre los tratamientos, donde las dosis de 5 g y 20
g tendieron a agruparse hacia valores positivos del segundo componente (PC2), mientras que el
tratamiento de 10 g y el control se ubicaron principalmente hacia valores negativos. Bajo
condicion de sombra (Apéndice 18), los dos primeros componentes explicaron el 93,16 % de la
variacion total y mostraron una separacion moderada entre los tratamientos, destacdndose la
dosis de 5 g por su asociacion con valores positivos de PC2. En ambos andlisis, las variables con
mayor contribucion estuvieron relacionadas principalmente con el crecimiento radicular y la
acumulacion de biomasa, confirmando el patrén observado en las Figuras 13 y 14, donde las
dosis de 5 gy 20 g presentaron las respuestas mas favorables, mientras que el tratamiento con 10

g mostro el comportamiento menos favorable, especialmente bajo condiciones de luz.
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Figura 15.
Mapa de calor de variables morfoldgicas en respuesta a la aplicacion de pulpa de café

bajo luz solar directa y bajo sombra al 65%
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Nota. El mapa de calor ilustra la respuesta relativa de las variables morfologicas de
plantas de copoazi sometidas a dos regimenes luminicos y a diferentes dosis de pulpa de café.
Las variables representadas corresponden a longitud del tallo, diametro del tallo, nimero de
hojas y érea foliar, evaluadas en distintos tiempos de medicion. Los valores dentro de cada celda
indican la magnitud relativa de la respuesta respecto al control, donde valores superiores a 1,0
representan incrementos en comparacion con este. La intensidad del color refleja dicha variacion
relativa: las tonalidades azuladas y moradas indican respuestas de menor magnitud o cercanas al

control, mientras que las tonalidades verdes, amarillas, naranjas y rojas representan incrementos
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progresivamente mayores. Los recuadros negros sefialan las variables y momentos de evaluacion
que presentaron diferencias estadisticamente significativas respecto al control.

La Figura 15 presenta la evolucion de las variables morfoldgicas de las plantulas de
copoazu durante el periodo experimental, en respuesta a la aplicacion de pulpa de café bajo
condiciones de alta irradiancia y sombra. En ambas condiciones se observo un incremento
progresivo en la longitud y el diametro del tallo, el nimero de hojas y el area foliar conforme
avanzo el ensayo. Entre estas variables, el area foliar presentd el mayor incremento relativo hacia
el final del periodo experimental.

Bajo condiciones de luz (Figura 15a), las diferencias significativas se concentraron
principalmente en las etapas finales de evaluacion. La dosis de 20 g presentd un incremento
significativo en el nimero de hojas, alcanzando un promedio final de 9,83 + 0,75 hojas, superior
al control (7,83 + 0,95 hojas). De igual forma, el area foliar mostré6 aumentos significativos al
finalizar el experimento, destacandose los tratamientos de 5 g y 20 g, con valores de 447,35 +
92,73 cm? y 485,49 £ 63,46 cm?, respectivamente, frente al control (295,59 + 81,34 cm?). En
contraste, bajo condiciones de sombra (Figura 15b), las respuestas significativas fueron mas
frecuentes y se distribuyeron entre diferentes variables. La dosis de 20 g presentd los mayores
valores finales de nimero de hojas (9,00 £ 0,52) y érea foliar (540,49 + 41,39 cm?). En conjunto,
estos resultados evidencian una respuesta dependiente tanto de la dosis aplicada como del
tratamiento luminico, con una mayor magnitud de respuesta morfologica bajo condiciones de
sombra. Asimismo, el efecto bioestimulante no fue uniforme entre las variables evaluadas, ya
que mientras la dosis de 20 g promovid los mayores incrementos en variables de crecimiento
como el nimero de hojas y el area foliar, otras variables morfologicas y fisiologicas presentadas

en las siguientes secciones mostraron respuestas favorables con dosis menores.
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4.3 Contenido de pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos son componentes esenciales del aparato fotosintético y
participan en la captacion de la energia luminica necesaria para el desarrollo de las plantas. Con
el proposito de evaluar la respuesta de estos pigmentos a la aplicacién de pulpa de café bajo las
diferentes condiciones de iluminacién estudiadas, se determin6 el contenido de clorofilas y
carotenoides en las plantulas de copoazi. Los resultados obtenidos se presentan mediante

diagramas de caja y bigotes, lo que permite comparar la distribucion de estas variables entre los

tratamientos evaluados.

Figura 16.
Contenido de Clorofilas y Carotenoides en hojas de copoazu tratadas con pulpa de café
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Nota. Los diagramas de caja y bigotes muestran la variacion en el contenido de clorofila
a, clorofila b, clorofila total y carotenoides totales en hojas de copoazi bajo los tratamientos con
pulpa de café¢ y dos regimenes luminicos. La linea vertical punteada separa las plantas
mantenidas bajo condiciones de luz de aquellas evaluadas bajo sombra. Las barras superiores
indican las comparaciones estadisticas entre tratamientos, con sus respectivos valores de p,
donde p < 0,05 sefiala diferencias estadisticamente significativas.

La Figura 16 muestra el contenido de clorofila a, clorofila b, clorofila total y
carotenoides totales en las hojas de plantulas de copoazli sometidas a diferentes dosis de pulpa de
café bajo condiciones de alta irradiancia y sombra. En condiciones de alta irradiancia se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos para todas las
variables evaluadas (clorofila a: p = 0,000463; clorofila b: p = 0,00112; clorofila total: p =

0,000606; carotenoides totales: p = 0,00096). En contraste, bajo condiciones de sombra no se
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observaron diferencias significativas entre tratamientos (p > 0,05). Los valores promedio =+ error
estandar correspondientes a cada tratamiento se presentan en el Apéndice 11.

Bajo condiciones de luz, las Figuras 16a—16d muestran que el tratamiento con 5 g
presento los mayores contenidos de pigmentos fotosintéticos respecto al control, alcanzando 2,01
+ 0,16 mg/gPF de clorofila a, 0,75 + 0,08 mg/gPF de clorofila b, 2,76 = 0,24 mg/gPF de
clorofilas totales y 0,65 + 0,05 mg/gPF de carotenoides totales, frente al control. Por el contrario,
la dosis de 10 g mostr6é una disminucion en el contenido de clorofilas y carotenoides respecto al
tratamiento de 5 g, mientras que la dosis de 20 g presentd una recuperacion parcial, aunque sin
alcanzar los valores maximos observados con la dosis de 5 g. En contraste, bajo condiciones de
sombra, los tratamientos mantuvieron valores similares para todas las variables evaluadas, sin
diferencias estadisticas entre dosis, lo que sugiere una respuesta mas homogénea del contenido

de pigmentos fotosintéticos bajo este régimen luminico.
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Figura 17.
Mapa de calor de los cambios relativos de clorofilas y carotenoides
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Nota. El mapa de calor muestra la respuesta relativa del contenido de clorofila a, clorofila
b, clorofila total y carotenoides totales en plantulas de copoazi sometidas a diferentes dosis de
pulpa de café bajo condiciones de alta irradiancia y sombra. Los valores representan la variacion
relativa de cada tratamiento con respecto al control correspondiente a cada condicion luminica,
mientras que la intensidad del color indica la magnitud de la respuesta. Los recuadros negros
sefialan las variables que presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al
control.

La Figura 17 complementa los resultados presentados en la Figura 16 y muestra que,

bajo condiciones de alta irradiancia, la aplicacién de pulpa de café produjo un incremento en el
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contenido de clorofila a, clorofila b, clorofila total y carotenoides respecto al control. Entre las
dosis evaluadas, la aplicacion de 5 g present6 la mayor respuesta relativa y diferencias
estadisticamente significativas en las cuatro variables analizadas. En contraste, bajo condiciones
de sombra las variaciones fueron minimas y no se evidenciaron diferencias significativas entre
tratamientos, confirmando una respuesta mas estable del contenido de pigmentos fotosintéticos
bajo este régimen luminico.

Estas tendencias se corroboran mediante el andlisis de componentes principales (PCA)
presentado en los Apéndices 19 y 20, el cual permitié evaluar de forma conjunta la respuesta del
contenido de pigmentos fotosintéticos bajo ambos regimenes luminicos. En condicion de luz
(Apéndice 19), los dos primeros componentes principales explicaron el 100 % de la variacion
total y evidenciaron una separacion parcial entre el control y los tratamientos con pulpa de caf€,
aunque con cierto grado de solapamiento entre los grupos. Los tratamientos bioestimulados
tendieron a agruparse hacia valores cercanos o positivos de PC1, mientras que el control mostro
una mayor dispersion hacia valores negativos. Por su parte, bajo condicion de sombra (Apéndice
20), los dos primeros componentes también explicaron el 100 % de la variacion total; sin
embargo, se observé una mayor superposicion entre los tratamientos, con una ligera dispersion a
lo largo de PC1, donde las dosis de 5 g y 20 g tendieron a ubicarse hacia valores positivos,
mientras que el tratamiento con 10 g presentd una mayor dispersion hacia valores negativos. En
ambos andlisis, los componentes principales estuvieron determinados principalmente por la
contribuciéon de la clorofila b, los carotenoides totales y, en menor medida, la clorofila a,
confirmando que las diferencias entre tratamientos fueron mas evidentes bajo condiciones de luz,
mientras que en sombra el contenido de pigmentos fotosintéticos mostré una respuesta mas

homogénea, en concordancia con los resultados obtenidos en las Figuras 16 y 17.
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4.4 Modulacion de metabolitos primarios y secundarios

Con el proposito de evaluar la respuesta bioquimica de las plantulas de copoazi ante la
aplicacion de pulpa de café bajo las condiciones luminicas estudiadas, se determinaron
metabolitos relacionados con el metabolismo primario y secundario. Los resultados se presentan
mediante diagramas de caja y bigotes, permitiendo comparar el comportamiento de los diferentes
tratamientos.

Nota. Las graficas muestran la concentracion de carbohidratos totales, proteinas, fenoles
y flavonoides en hojas y raices de copoazii bajo diferentes dosis de pulpa de café y dos
regimenes luminicos. La linea vertical punteada separa las condiciones de luz y sombra, mientras
que los colores diferencian el 6rgano vegetal evaluado: hojas en verde y raices en naranja. Las
barras superiores indican comparaciones con diferencias estadisticamente significativas (p <

0,05).
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Figura 18.
Concentracion de azucares totales en hojas y raices de copoazu tratadas con pulpa de
café
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La Figura 18 presenta la concentracion de azicares totales en hojas y raices de plantulas
de copoazu sometidas a diferentes dosis de pulpa de café y dos condiciones luminicas. Bajo
condiciones de luz, se observd un efecto significativo de los tratamientos sobre el contenido de
azucares totales (p = 0,000695). Los valores promedio + error estindar correspondientes a cada
tratamiento se presentan en el Apéndice 12.

En particular, bajo condiciones de luz, las hojas tratadas con 5 g presentaron una
concentracion de azlcares totales significativamente mayor que el control, alcanzando 24,59 =+

0,41 mg/gPF frente a 18,70 £ 0,86 mg/gPF. Aunque no se observaron diferencias significativas
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entre los demads tratamientos, la dosis de 5 g mostré la mayor acumulacion de carbohidratos tanto
en hojas como en raices (25,10 + 1,23 mg/gPS), mientras que el tratamiento con 10 g presentd
los menores valores, especialmente en raices (10,44 + 1,22 mg/gPS). Por su parte, bajo
condiciones de sombra, las raices tendieron a presentar mayores concentraciones de azlicares que
las hojas independientemente de la dosis aplicada, destacdndose el tratamiento con 5 g, con
22,20 + 1,45 mg/gPS en raices, frente a 10,66 = 0,51 mg/gPF en hojas. En conjunto, estos
resultados evidencian una mayor acumulacion de carbohidratos en raices bajo sombra y una

respuesta mas marcada al tratamiento de 5 g bajo condiciones de luz.
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Figura 19.

Concentracion de proteinas totales en hojas y raices de copoazu tratadas con pulpa de

café
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La Figura 19 presenta la concentracion de proteinas totales en hojas y raices de plantulas
de copoazu tratadas con diferentes dosis de pulpa de café bajo condiciones de luz y sombra. En
la condicion de luz, las hojas presentaron concentraciones de proteinas significativamente
mayores que las raices en los tratamientos de 5 y 10 g. De acuerdo con los valores del Apéndice
13, la dosis de 5 g alcanz6 1044,48 + 53,63 pg/gPF en hojas, mientras que en raices se
registraron 387,80 + 13,66 pg/gPF; de forma similar, con 10 g las hojas presentaron 810,60 +

22,49 ng/gPF, frente a 90,56 + 3,48 pg/gPF en raices. Asimismo, en las raices se evidencid una
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disminucién significativa de la concentracion de proteinas en las dosis de 5 y 10 g respecto al
control (880,53 + 60,38 ug/gPF), mientras que en las hojas no se detectaron diferencias
significativas entre tratamientos.

Bajo condiciones de sombra, las raices tratadas con 5 g presentaron una concentracion de
proteinas significativamente mayor que el control, alcanzando 731,26 + 41,48 pg/gPF, frente a
521,95 + 8,44 ng/gPF en el control. Sin embargo, las dosis de 10 y 20 g disminuyeron
significativamente hasta 24,26 + 4,43 y 198,26 = 8,01 pg/gPF, respectivamente. En las hojas
solo se detectaron diferencias significativas para la dosis de 20 g, alcanzando 810,63 + 16,41
ng/gPF, frente a 353,21 + 5,83 pg/gPF en el control. En conjunto, estos resultados evidencian
una respuesta diferencial entre o6rganos, donde bajo luz la mayor acumulacion de proteinas se
concentr6 en las hojas, mientras que bajo sombra la respuesta mds marcada se observo en las
raices tratadas con 5 g.

Figura 20.

Concentracion de Fenoles y Flavonoides en hojas y raices de copoazu tratadas con

pulpa de café
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La Figura 20 muestra la concentracion de fenoles (a) y flavonoides (b) totales en hojas y
raices de plantulas de copoazu sometidas a diferentes dosis de pulpa de café bajo condiciones de
luz y sombra. Para los fenoles totales (Figura 20a), bajo condiciones de luz no se observaron
efectos significativos asociados con el tratamiento ni con el 6rgano vegetal (p > 0,05); sin
embargo, la interaccion entre ambos factores fue significativa (p = 0,0256). Las comparaciones
multiples mostraron que las hojas tratadas con 5 g presentaron una concentracion de fenoles
significativamente mayor que el control y que las raices del mismo tratamiento. De acuerdo con
los valores del Apéndice 14, esta respuesta correspondi6 a 20,22 + 0,48 mg/gPF en hojas, frente
a 14,06 + 1,19 mg/gPF en el control y 10,35 + 0,15 mg/gPS en las raices del mismo tratamiento.
No se evidenciaron diferencias significativas entre los demas tratamientos. Bajo condiciones de
sombra, el tratamiento no presentd un efecto significativo (p > 0,05). En estas condiciones, las
raices presentaron concentraciones de fenoles significativamente mayores que las hojas en los
tratamientos de 5, 10 y 20 g, alcanzando valores de 19,17 + 0,34, 21,47 £ 0,22 y 19,90 £+ 0,40
mg/gPS, respectivamente.

Para los flavonoides totales (Figura 20b), bajo condiciones de luz no se detectaron
efectos significativos del tratamiento (p > 0,05); no obstante, la interaccion entre ambos factores
fue significativa (p = 0,0164). En este ambiente, las hojas tratadas con 5 g presentaron una
concentracion de flavonoides significativamente mayor que el control y que las raices del mismo
tratamiento. Segun el Apéndice 15, las hojas alcanzaron 16,50 + 0,63 mg/gPF, mientras que el
control registré 10,96 + 0,17 mg/gPF y las raices del mismo tratamiento 9,18 + 0,17 mg/gPS.
Bajo condiciones de sombra, el tratamiento no mostrd un efecto significativo (p > 0,05), mientras
que el organo vegetativo presentd un efecto significativo (p = 0,0147), sin interaccion

significativa entre los factores (p > 0,05). En general, las raices tendieron a presentar mayores
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concentraciones de flavonoides que las hojas, observandose una diferencia significativa entre
ambos organos Unicamente en el tratamiento de 20 g, donde las raices alcanzaron 18,91 + 0,21
mg/gPS, frente a 12,45 = 0,17 mg/gPF en las hojas.
4.5 Integracion de todas las variables evaluadas

Con el proposito de obtener una vision integrada de los efectos de la pulpa de café sobre
las plantulas de copoazu, se realizd un analisis conjunto de las variables evaluadas. Los
resultados se presentan mediante herramientas que permiten visualizar patrones globales de
respuesta y explorar las relaciones existentes entre los diferentes indicadores bioquimicos,
facilitando la identificacion de asociaciones relevantes dentro del sistema estudiado.

Figura 21.

Mapa de calor de la respuesta conjunta de metabolitos primarios y secundarios en

plantas de copoazu tratadas con pulpa de café
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Nota. El mapa de calor presenta la respuesta conjunta de los metabolitos primarios,
representados por los carbohidratos y las proteinas totales, y de los metabolitos secundarios,
correspondientes a los fenoles y flavonoides totales, determinados en hojas y raices de plantulas
de copoazu sometidas a diferentes dosis de pulpa de café bajo condiciones de alta irradiancia y
sombra. Los valores representan la variacion relativa de cada tratamiento con respecto al control
de su respectiva condicidon luminica, mientras que la intensidad del color refleja la magnitud de
la respuesta. Los recuadros negros sefialan las variables que presentaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control.

En términos generales, la Figura 21 muestra que, bajo condiciones de luz las hojas
mostraron una mayor proporcion de respuestas positivas que las raices, destacandose el
tratamiento con 5 g, el cual presentd incrementos simultdneos en flavonoides, fenoles y
carbohidratos respecto al control. En particular, este tratamiento mostré6 aumentos significativos
en flavonoides y fenoles, evidenciados por los recuadros negros. Por el contrario, las proteinas
tendieron a disminuir en la mayoria de los tratamientos, siendo la reduccién mas marcada en las
raices tratadas con 5 g.

Bajo condiciones de sombra, las respuestas fueron mdas variables entre Organos y
tratamientos. Las hojas presentaron incrementos discretos en algunos metabolitos, mientras que
las raices exhibieron respuestas contrastantes segun la dosis aplicada. En este ambiente, el
tratamiento con 10 g mostr6 un incremento significativo en fenoles en raices, mientras que el
tratamiento con 5 g presentd un aumento significativo en proteinas radiculares. En conjunto, el
mapa de calor evidencia que la magnitud y direccion de la respuesta metabolica dependieron

tanto de la dosis de pulpa de café como del 6rgano evaluado y de la condicion luminica.
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Figura 22.
Red de correlaciones entre variables morfologicas, pigmentarias y bioquimicas de

plantas de copoazu basada en el coeficiente de Spearman y el grado de centralidad
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Flavoneoldes (Majas) [malg] Carmtenal = [mag/g]

b) Luz Grafo construido con la matriz de adyacencia
usando el coeficiente de correlacion de Spearman (|P|>0.7) y el grado de centralidad

Prateinas {Ralces) [ugig]
Carbohidratos iRaices) [mafg]

[g] Fenoles (Reices) [ma/g]

|

Paco setis Hojas [ Flavoneides [Raices) [ma/g]

Proteinas (Hojas) [um'g]
Carbohidratos(Hojas) [mgig]
Fenoles (Hejas) (ma'gl

Flavoncides {Hajas) [mafa]

Nota. La red representa las asociaciones entre las variables evaluadas durante el
experimento, construida a partir de correlaciones de Spearman con coeficientes absolutos

superiores a 0,7. Cada nodo corresponde a una variable, mientras que las lineas indican
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relaciones fuertes entre pares de variables. El tamafio de los nodos esta determinado por su grado
de centralidad, de modo que las variables con mayor nimero de conexiones presentan un mayor
tamafo. Los colores agrupan las variables segiin su naturaleza: morfologicas y de biomasa
(verde), bioquimicas (azul) y pigmentarias (rojo). La ausencia de conexiones indica una baja
asociacion con las demas variables bajo el criterio de correlacion establecido.

En la Figura 22 se presenta la red de correlaciones de Spearman, la cual permite
identificar pares de variables que tendieron a variar de forma conjunta. Es importante aclarar que
la existencia de una correlacion no establece una relacion causal entre las variables, sino que
indica unicamente que ambas presentan un comportamiento asociado o una tendencia similar. En
ambos ambientes se observaron agrupamientos entre variables morfologicas, pigmentarias y
bioquimicas, evidenciando una respuesta fisioldgica coordinada entre las variables evaluadas.
Las variables morfologicas y de biomasa, como el didmetro basal, el peso seco del tallo, el peso
seco de la raiz y el volumen radicular, conformaron el agrupamiento mads interconectado,
mientras que las clorofilas y los carotenoides se asociaron entre si dentro del grupo de pigmentos
fotosintéticos. Entre las variables bioquimicas, las correlaciones mas consistentes se presentaron
entre fenoles y flavonoides, tanto en hojas como en raices.

Al comparar ambas condiciones de cultivo, la red correspondiente a la alta irradiancia
presentd dos conexiones adicionales que no estuvieron presentes en las plantas cultivadas bajo
sombra. Este comportamiento es consistente con los resultados obtenidos en las demas variables
evaluadas, los cuales mostraron que la dosis de 5 g produjo la respuesta mas favorable bajo alta
irradiancia, caracterizada por un mayor crecimiento, una mejor conservacion de los pigmentos

fotosintéticos y una respuesta antioxidante mas eficiente.
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5 Discusion de resultados

Los resultados obtenidos evidenciaron que la aplicacién de pulpa de café¢ indujo una
respuesta integral en las plantulas de copoazu (Theobroma grandiflorum), influyendo tanto las
propiedades fisicoquimicas del suelo como diversos procesos fisioldgicos y metabdlicos
relacionados con el crecimiento vegetal. Debido a que estas respuestas estuvieron estrechamente
interconectadas, la presente discusion se desarrolla siguiendo una secuencia fisiologica que
integra los cambios ocurridos en el ambiente edafico con las respuestas observadas en la planta,
permitiendo interpretar las respuestas observadas mediante mecanismos fisioldgicos que
relacionan la disponibilidad de nutrientes con el funcionamiento fotosintético, el metabolismo y
el crecimiento.

La pulpa de café es un residuo agroindustrial que presenta un considerable potencial para
su aprovechamiento como bioestimulante agricola, debido a la presencia de materia organica,
nutrientes minerales y compuestos bioactivos. Estos componentes pueden modificar las
propiedades del suelo y, a su vez, influir en diversos procesos fisioldgicos de las plantas. En este
sentido, diferentes estudios han sefialado que los bioestimulantes de origen bioldgico pueden
contribuir al mejoramiento de la fertilidad del suelo, favorecer la disponibilidad y absorcién de
nutrientes y estimular mecanismos relacionados con el crecimiento, la productividad y la
respuesta de las plantas frente a distintas condiciones de estrés (Mussatto et al., 2011; Rouphael
& Colla, 2020).

En el presente estudio, la respuesta de las plantulas estuvo determinada tanto por la dosis
de pulpa de café aplicada como por el régimen luminico al que fueron sometidas. Aunque las
dosis mas altas generaron modificaciones mas evidentes en algunas propiedades del suelo, las

respuestas fisiologicas y metabolicas no siguieron un comportamiento lineal, lo que sugiere la
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existencia de un intervalo de aplicacion en el que los efectos benéficos derivados del aporte de
nutrientes y compuestos bioactivos alcanzan su maxima eficacia. Este comportamiento coincide
con la naturaleza dosis-dependiente descrita para numerosos bioestimulantes, cuyos efectos
fisiologicos no aumentan necesariamente de forma proporcional con la cantidad aplicada (Vargas
et al., 2017; Van Oosten et al., 2017).

Asimismo, las diferencias observadas entre las condiciones de luz y sombra indican que
la eficacia de la bioestimulacion dependio del estado fisiologico de las plantas. Bajo irradiacion
solar directa, donde el aparato fotosintético puede estar expuesto a una mayor presion
fotooxidativa (Takahashi & Murata., 2008), la aplicacion de pulpa de café presentd respuestas
mas evidentes en variables relacionadas con la fotosintesis y el metabolismo antioxidante. Este
comportamiento concuerda con el concepto actual de bioestimulacion vegetal, segun el cual
estos productos expresan gran parte de su potencial cuando las plantas enfrentan condiciones de
estrés que demandan ajustes fisiologicos y metabdlicos adicionales (Van Oosten et al., 2017;
Bulgari et al., 2019).

Es importante sefialar que las interpretaciones mecanisticas planteadas en esta discusion
se fundamentan en la integracion de los resultados experimentales con la evidencia disponible en
la literatura. En consecuencia, procesos como la regulacion del estado redox celular, la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la actividad de enzimas antioxidantes (CAT,
APX, GPX, POD y SOD), la activacién de la via fenilpropanoide mediante la fenilalanina
amonio liasa (PAL), la fotoproteccion del aparato fotosintético, la redistribucion de
fotoasimilados, la dinamica de sintesis y degradacion de proteinas y otros procesos fisiologicos
relacionados con el efecto bioestimulante se presentan como mecanismos potenciales que

permiten contextualizar las respuestas observadas, mas no como procesos demostrados
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experimentalmente, ya que dichas variables no fueron evaluadas de manera directa en este
estudio. En consecuencia, la discusion que se presenta a continuacién analiza cémo las
modificaciones inducidas inicialmente en el ambiente edafico desencadenaron una serie de
respuestas nutricionales, fotosintéticas y metabolicas que, de manera integrada, explican el
comportamiento observado en las plantulas de copoazu.
5.1 Influencia de la pulpa de café sobre las propiedades del suelo y el crecimiento vegetal
5.1.1 Modificacion de las propiedades fisicoquimicas del suelo

Las respuestas fisiologicas y metabolicas observadas en las plantulas de copoazi deben
interpretarse inicialmente a partir de las modificaciones que la pulpa de café indujo sobre el
ambiente edafico. Mdas que constituir una fuente adicional de nutrientes, este residuo
agroindustrial actué como una enmienda organica capaz de transformar la matriz quimica del
sustrato mediante procesos de mineralizacion, humificacion e intercambio cationico,
modificando la disponibilidad de nutrientes y la capacidad del suelo para retenerlos y liberarlos
de forma gradual. Como consecuencia, se registraron incrementos en el pH, el carbono organico,
el nitrogeno total, la materia orgénica y la capacidad de intercambio catidonico (CIC),
evidenciando una mejora general de la fertilidad del suelo. Este comportamiento coincide con lo
reportado para residuos derivados del café, cuyo aporte de materia orgédnica favorece
simultaneamente la calidad quimica, fisica y bioldgica del suelo (Sanchez et al., 2023; Bomfim
et al., 2023).

Uno de los cambios mas notorios fue el incremento progresivo del pH al aumentar la
dosis de pulpa de café. Este comportamiento se explica por la liberacion de cationes basicos,
principalmente calcio (Ca?"), potasio (K*) y magnesio (Mg?"), los cuales desplazan protones (H")

y aluminio intercambiable (AI**) de los complejos de intercambio del suelo (Takala, 2021).
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Paralelamente, la formacién de sustancias humicas incorpora grupos carboxilo y fenolicos
capaces de generar nuevas cargas negativas y complejar Al**, reduciendo su actividad en la
solucion del suelo y contribuyendo a amortiguar la acidez (Lépez et al., 2002). En conjunto,
estos procesos favorecieron un ambiente quimico mas estable y potencialmente mas favorable
para la disponibilidad de nutrientes (Barrow & Hartemink., 2023)

No obstante, aunque la correccion de la acidez representa una ventaja para muchos suelos
tropicales, los valores de pH cercanos a la neutralidad registrados en las dosis mds altas sugieren
una posible sobrecorreccion respecto a las condiciones naturales en las que se desarrolla el
género Theobroma, adaptado a suelos acidos propios de ecosistemas tropicales humedos
(Tratado de Cooperacion Amazodnica y FAO, 1999). Bajo estas condiciones, el aumento del pH
puede modificar la especiacion quimica de algunos elementos y disminuir la solubilidad de
micronutrientes como el hierro, cuya disponibilidad decrece rdpidamente conforme aumenta el
pH (Barrow & Hartemink., 2023). Por ello, el incremento del pH debe interpretarse como un
proceso que mejora la fertilidad general del suelo, pero que también puede generar limitaciones
nutricionales cuando las dosis aplicadas exceden el rango 6ptimo.

El aumento simultdneo de la materia organica, el carbono organico y el nitrégeno total
refleja la intensa transformacion bioquimica que experimentd la pulpa de café durante su
descomposicion. Este residuo aporta polisacaridos estructurales, lignina y compuestos
nitrogenados que sirven como sustrato para la microbiota del suelo, favoreciendo procesos de
humificacion y mineralizaciéon (Mussatto et al., 2011). Mientras una fraccion del carbono se
estabiliza en forma de sustancias humicas, el nitrogeno orgénico es transformado
progresivamente hacia formas potencialmente disponibles para las plantas (Ayala et al., 2022;

Takala, 2021). En consecuencia, el enriquecimiento del suelo fue dependiente de la dosis
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aplicada, ya que una mayor incorporacion de pulpa incrementd la disponibilidad de sustratos
para la actividad microbiana y, con ello, la intensidad de estos procesos (Bomfim et al., 2023;
Ayala et al., 2022).

Las condiciones de irradiancia también condicionaron la dindmica de la materia organica
del sustrato. Bajo condiciones de sombra, se registraron mayores contenidos de carbono organico
la materia organica, probablemente debido a que la menor temperatura y la mayor conservacion
de la humedad reducen la velocidad de oxidacion del material organico y favorecen la
estabilizacion del carbono en la fraccion himica (Ayala et al., 2022). En contraste, las
condiciones de mayor exposicion a la radiacion favorecieron una mineralizacion mas rapida del
residuo y una mayor actividad respiratoria microbiana, incrementando las pérdidas de carbono en
forma de CO; (Ayala et al., 2022). Estos resultados sugieren que la respuesta del suelo no estuvo
determinada unicamente de la composicion quimica de la pulpa, sino también por las
condiciones ambientales, las cuales pudieron influir en la velocidad y el grado de transformacion
de sus componentes.

Como consecuencia del incremento de la materia orgéanica, la capacidad de intercambio
catidnico también aument de forma importante. Debido a la textura predominantemente arenosa
del sustrato, este comportamiento estuvo asociado principalmente al desarrollo de cargas
negativas en las sustancias himicas y no a la fraccion mineral del suelo (Lopez et al., 2002). Los
grupos funcionales presentes en estas moléculas incrementan la retencion de cationes esenciales
y reducen sus pérdidas por lixiviacion, favoreciendo un suministro mas gradual hacia la solucion
del suelo conforme son absorbidos por las raices (Lopez et al., 2002; Sparks., 1996). Desde una
perspectiva quimica, estos resultados sugieren que la aplicacion de pulpa de café no solo

contribuy6 al aporte de nutrientes, sino que también modificé la capacidad del sustrato para
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retenerlos e influir en su disponibilidad. Esto podria favorecer condiciones de mayor estabilidad
en el suministro de nutrientes para el desarrollo de las plantulas (Bomfim et al., 2023).

El incremento en la disponibilidad de nutrientes posterior a la incorporacion de pulpa de
café no se presentd de manera uniforme entre los elementos evaluados, sino que estuvo
condicionado por sus caracteristicas quimicas y por la forma en que se encontraban asociados a
la matriz vegetal. Los nutrientes presentes principalmente en forma idnica fueron liberados
rdpidamente durante la descomposicion del residuo, mientras que aquellos integrados en
compuestos organicos requirieron procesos de mineralizacion mas prolongados antes de
incorporarse a la solucion del suelo (Mussatto et al., 2011). Esta diferencia explica el
comportamiento diferencial registrado para los macro y micronutrientes evaluados.

Entre los macronutrientes, el potasio presentdé el mayor incremento, alcanzando
concentraciones cercanas a cuatro veces las del tratamiento control. Este comportamiento es
consistente con la quimica de este elemento, ya que el K permanece principalmente como cation
libre dentro de los tejidos vegetales y, por tanto, es uno de los primeros nutrientes liberados
durante la degradacion de la pulpa (Zoca et al., 2014). Posteriormente, una fraccion importante
del K* es retenida en los sitios de intercambio generados por la materia organica, reduciendo las
pérdidas por lixiviacion y manteniendo una mayor disponibilidad para las raices (Lopez et al.,
2002).

El incremento del nitrégeno respondid a un mecanismo diferente, ya que este elemento
forma parte de proteinas y otros compuestos organicos que requieren transformacién microbiana
antes de convertirse en formas asimilables por la planta (Takala, 2021). Por su parte, el aumento
del magnesio estuvo favorecido tanto por su liberacion durante la descomposicion del residuo

como por la mayor capacidad del suelo para retener cationes gracias al incremento de la CIC
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(Lopez et al., 2002). Desde una perspectiva fisioldgica, ambos nutrientes adquieren especial
importancia porque participan de forma directa en procesos relacionados con la sintesis proteica,
la formacion de clorofila y el metabolismo energético, proporcionando una base nutricional
favorable para las respuestas fotosintéticas observadas posteriormente (Trankner et al., 2018).

Los micronutrientes también presentaron una respuesta diferencial. El incremento de
boro, manganeso y cobre no solo estuvo relacionado con el aporte realizado por la pulpa de cafg,
sino también con el aumento de la materia organica, cuyos grupos funcionales favorecen la
formacion de complejos capaces de reducir la movilidad de estos elementos y prolongar su
permanencia en la zona de exploracion radical (Lopez et al., 2002; Sparks., 1996). Esto explica
que la disponibilidad de estos micronutrientes aumentara conforme se incrementd la dosis
aplicada, evidenciando que la materia organica no solo aporta nutrientes, sino que también
modifica su comportamiento quimico dentro del suelo (Sanchez et al., 2023).

Considerando la evidencia obtenida, estos resultados podrian sugerir que la pulpa de café
actu6é como una enmienda orgéanica con un proceso de liberacion gradual de nutrientes, mas que
como un fertilizante mineral de efecto inmediato. Al aumentar la dosis aplicada, el incremento
del carbono orgénico incorporado al suelo presumiblemente dinamiz6 la actividad de la
microbiota edéfica y los procesos de mineralizacion de la materia orgénica, lo que explicaria el
aumento progresivo en la disponibilidad de la mayoria de los nutrientes evaluados (Takala,
2021). Pese a ello, este comportamiento no implica que una mayor dosis produzca
necesariamente una mejor respuesta fisioldgica, ya que el enriquecimiento nutricional también
modifica el equilibrio quimico del suelo, aspecto que comienza a evidenciarse en las relaciones

cationicas discutidas a continuacion (Trankner et al., 2018).
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La condicion luminica ejercio un efecto complementario sobre esta dinamica al modificar
la velocidad de transformacion del material organico. Bajo condiciones de sombra, la mayor
estabilidad de la materia orgédnica favorecid una liberacion mas gradual de los nutrientes,
mientras que la exposicion a radiacion directa pudo acelerar los procesos de mineralizacion
(Bomfim et al., 2023). No obstante, estas diferencias fueron menos determinantes que las
asociadas con la dosis aplicada, indicando que el contenido de pulpa incorporado constituy¢ el
principal factor responsable del enriquecimiento quimico del suelo.

Aunque el aumento en la disponibilidad de nutrientes representa uno de los principales
efectos favorables de la aplicacion de pulpa de café, la calidad nutricional del suelo no esta
determinada unicamente por la concentracion individual de cada elemento, sino también por el
equilibrio entre los diferentes nutrientes presentes. En este estudio, el marcado aumento del
potasio modificé progresivamente las relaciones Ca/K, Mg/K y (Ca+Mg)/K, indicando un
cambio en el balance cationico del sistema. Estas relaciones reflejan la competencia catidnica
que ocurre tanto en los complejos de intercambio del suelo como durante la absorcion radical por
lo que constituyen indicadores mas representativos del estado nutricional que la concentracion
individual de cada nutriente (Trénkner et al., 2018).

Desde una perspectiva quimica, el incremento de K* favorece su permanencia en la
solucion del suelo y su adsorcion sobre los sitios de intercambio, reduciendo la disponibilidad
relativa de Ca®" y Mg?" debido a fendmenos de competencia idnica (Lopez et al., 2002). Aunque
este comportamiento no implica necesariamente una deficiencia de calcio o magnesio, si puede
alterar su absorcion y utilizacion por la planta cuando el desequilibrio se mantiene en el tiempo
(Trankner et al., 2018). Esto adquiere especial relevancia en especies del género Theobroma,

donde el calcio participa en la estabilidad de membranas y la sefializacion celular, mientras que
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el magnesio es indispensable para la sintesis de clorofila y el funcionamiento de numerosas
enzimas relacionadas con el metabolismo energético. En consecuencia, la disminucién de las
relaciones Ca/K y Mg/K constituye un posible factor limitante que debe considerarse al
interpretar las respuestas fisiologicas observadas en las dosis mas altas (Trankner et al., 2018).

El fosforo presentd un comportamiento diferente al del resto de los macronutrientes, ya
que sus concentraciones no mostraron una tendencia dosis-dependiente claramente definida. Este
resultado sugiere que su disponibilidad estuvo controlada principalmente por procesos de
adsorcion, desorcion y complejacion dentro del suelo, mas que por el aporte directo realizado por
la pulpa de café (Hinsinger, 2001). En suelos tropicales, la materia organica y el pH modifican
continuamente el equilibrio entre las diferentes formas quimicas del fosforo, por lo que cambios
importantes en estos parametros no necesariamente se reflejan en incrementos proporcionales de
la fraccion disponible (Hinsinger, 2001; Barrow & Hartemink., 2023).

Entre los micronutrientes, el hierro mostré una tendencia opuesta a la observada para
boro, manganeso y cobre. A medida que aumentd el pH, disminuyd progresivamente la
disponibilidad de hierro, comportamiento consistente con la baja solubilidad del Fe** en
condiciones cercanas a la neutralidad, donde predominan reacciones de hidrdlisis y precipitacion
como hidroxidos férricos (Barrow & Hartemink., 2023). En contraste, el aumento en la
disponibilidad de boro, manganeso y cobre pudo estar asociado tanto con el aporte de estos
elementos por la pulpa de café como con la capacidad de la materia organica para formar
complejos con especies metalicas, favoreciendo su retencion y disminuyendo su pérdida del
sistema (Lopez et al., 2002; Sanchez et al., 2023). Estos resultados evidencian que la

disponibilidad de micronutrientes depende de procesos de especiacion quimica particulares para
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cada elemento y no unicamente de su concentracion total en el suelo (Barrow & Hartemink.,
2023).

En este contexto, los resultados evidencian que la incorporacion de pulpa de café
favorecio la fertilidad quimica del suelo, principalmente mediante el aporte de materia organica,
el aumento de la capacidad de intercambio catidnico y la liberacion progresiva de nutrientes
(Bomfim et al., 2023; Sanchez et al., 2023). No obstante, las dosis mas elevadas también
comenzaron a generar modificaciones en el equilibrio catidnico y en la disponibilidad de algunos
micronutrientes, particularmente del hierro, indicando que una mayor concentracion de
nutrientes no siempre representa una condicion nutricional mas favorable para la planta
(Trankner et al., 2018). En consecuencia, los cambios edaficos observados constituyen el
contexto edafico sobre el cual se desarrollaron las respuestas fisiologicas del copoazll, pero no
las determinan por si solos. El crecimiento y la respuesta fisioldgica de las plantulas estuvieron
condicionados por su capacidad para absorber, redistribuir y aprovechar los nutrientes
disponibles bajo las distintas condiciones de irradiancia. En este sentido, las variaciones
morfoldgicas descritas en la siguiente seccion pueden interpretarse como resultado de la
interaccion entre los cambios en las propiedades quimicas del sustrato y los mecanismos de
regulacion fisioldgica propios de la especie.

5.1.2 Respuesta morfologica y asignacion de biomasa

Las modificaciones observadas en las propiedades fisicoquimicas del suelo se reflejaron
posteriormente en el crecimiento de las plantulas, aunque la respuesta no fue homogénea entre
las diferentes variables morfoldgicas (Figura 13). Los cambios mas consistentes ocurrieron en el
sistema radicular, particularmente en el volumen de raiz y el didmetro basal, mientras que

variables como la longitud de la raiz y la biomasa seca aérea presentaron respuestas menos
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marcadas. Este comportamiento indica que la pulpa de café no promovid un crecimiento
uniforme de toda la planta, sino una redistribucion de recursos hacia estructuras directamente
relacionadas con la adquisicion y el transporte de agua y nutrientes. Diversos estudios sefialan
que los bioestimulantes de origen orgéanico inducen inicialmente modificaciones en la
arquitectura de crecimiento y en la eficiencia fisiologica antes que incrementos importantes en
biomasa (Rouphael & Colla., 2020).

El volumen de la raiz aumentod significativamente, mientras que la longitud total de las
raices permanecio practicamente constante. Esta respuesta sugiere que la pulpa de café favorecid
modificaciones en la arquitectura radical, promoviendo el desarrollo de raices laterales y el
engrosamiento del sistema radical mas que un simple proceso de elongacion. En términos
fisioldgicos, este comportamiento concuerda con mecanismos descritos para bioestimulantes
organicos, en los cuales la mayor disponibilidad de nutrientes y la modulaciéon del balance
hormonal favorecen la diferenciacion de raices laterales y aumentan la capacidad de exploracion
del suelo (Shahzad & Amtmann., 2017). En consecuencia, el incremento del volumen radicular
probablemente permitio ampliar la superficie disponible para la absorcion de agua y nutrientes,
sin requerir un aumento proporcional en la longitud total de las raices.

El incremento del didmetro basal y del area foliar complementa esta interpretacion. Un
mayor didmetro del tallo, observado principalmente en las dosis de 5 y 20 g, refleja un mayor
desarrollo estructural de la planta y favorece el soporte de los tejidos y el funcionamiento del
sistema vascular (Taiz et al., 2015). Asimismo, el incremento del area foliar indica una mayor
inversion en tejido fotosintéticamente activo, incrementando el potencial de interceptacion de
radiacion antes que la acumulacion de biomasa estructural. Esto explica por qué variables como

el peso seco de hojas y tallos no presentaran diferencias significativas durante el periodo
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experimental, ya que la expansion foliar ocurre como consecuencia de procesos de division y
expansion celular, mientras que la acumulacion de biomasa requiere un periodo mas prolongado
de fijacion y redistribucion de carbono (Poorter et al., 2012).

La respuesta morfologica tampoco siguid una relacion lineal con la dosis aplicada.
Mientras las dosis de 5 y 20 g promovieron los mayores incrementos en las variables de
crecimiento, la dosis intermedia de 10 g presentd, de manera consistente, una respuesta menos
favorable. Aunque este comportamiento no puede atribuirse a un mecanismo especifico con la
informacion disponible, si evidencia que el efecto bioestimulante de la pulpa de café dependio de
la interaccion entre multiples procesos fisioldgicos y no unicamente de un mayor aporte de
nutrientes. Este tipo de respuestas no lineales ha sido descrito para diversos bioestimulantes de
origen bioldgico, cuya eficacia depende del equilibrio entre la concentraciéon de compuestos
bioactivos, la disponibilidad de nutrientes y el estado fisioldgico de la planta, mas que del
incremento progresivo de la dosis aplicada (Vargas et al., 2017; Rouphael & Colla., 2020).

Las diferencias morfoldgicas fueron mas evidentes en las plantas cultivadas bajo sombra
y se manifestaron principalmente hacia el final del experimento. Este comportamiento es
consistente con la ecologia del copoazu, una especie adaptada al sotobosque amazénico, donde
las condiciones de menor irradiancia favorecen el crecimiento vegetativo y la expansion foliar
(Tratado de Cooperacion Amazédnica y FAO, 1999). En contraste, bajo irradiacion solar directa
es probable que una mayor proporcion del carbono fijado se destinara al mantenimiento celular y
a mecanismos de proteccion frente al estrés luminico, reduciendo la cantidad de recursos
disponibles para el crecimiento estructural (Wu et al.,, 2025). Asimismo, la aparicion de
diferencias principalmente al final del experimento concuerda con la naturaleza de la pulpa de

café como una enmienda organica de liberaciéon gradual, cuyos efectos dependen de la
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descomposicion del material, la mineralizacion de nutrientes y su posterior incorporacion al
metabolismo vegetal (Mussatto et al., 2011; Takala, 2021).

Desde esta perspectiva, los resultados sugieren que las mejoras en la fertilidad del suelo
se reflejaron en una redistribucion del crecimiento vegetal, con un mayor favorecimiento del
desarrollo del sistema radicular y de la superficie fotosintética frente a la acumulacion de
biomasa. Esto indica que la respuesta morfologica estuvo determinada por la interaccion entre la
disponibilidad de nutrientes, las condiciones de irradiancia y los mecanismos de regulacion
fisioldgica propios de la especie. Estas modificaciones estructurales constituyen la base sobre la
cual se desarrollaron posteriormente las diferencias observadas en la actividad fotosintética, los
pigmentos y el metabolismo de las plantulas.

5.2 Respuesta de los pigmentos fotosintéticos a la aplicacion de pulpa de café y a la alta
irradiancia

Las mejoras observadas previamente en el sistema radical y en el desarrollo vegetativo
indican que la aplicacion de pulpa de café favorecié un ambiente nutricional més adecuado para
el crecimiento de las plantulas. Sin embargo, una mayor disponibilidad de nutrientes no garantiza
por si misma un mejor desempeiio fisioldgico, ya que su aprovechamiento estd condicionado por
la capacidad del aparato fotosintético para convertir la energia luminica en energia quimica. En
este sentido, el contenido de clorofilas y carotenoides constituye un indicador del estado
funcional del aparato fotosintético y de la capacidad de las plantas para mantener una respuesta
fotosintética adecuada bajo diferentes condiciones de irradiancia (Taiz et al., 2015).

La cuantificacion de clorofila a, clorofila b, clorofila total y carotenoides evidencié que la
aplicacion de pulpa de café promovid significativamente la acumulacion de estos pigmentos en

las plantas sometidas a irradiacion solar directa. En contraste, bajo condiciones de sombra no se



EFECTO BIOESTIMULANTE DE LA PULPA DE CAFE EN COPOAZU 118

observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (Figura 16). Este
comportamiento sugiere que la respuesta inducida por la pulpa dependi6é del contexto fisiologico
de las plantulas y no unicamente del aporte de nutrientes. En condiciones de baja irradiancia, la
energia absorbida por los fotosistemas es utilizada eficientemente en las reacciones fotoquimicas
y la necesidad de activar mecanismos adicionales de proteccion es limitada (Demmig-Adams &
Adams., 1996). En este contexto, el efecto bioestimulante tiende a ser menos evidente, ya que
estos productos expresan su mayor potencial cuando las plantas enfrentan condiciones de estrés
abidtico (Bulgari et al., 2019).

En contraste, bajo irradiacion solar directa aumenta la probabilidad de que la energia
absorbida exceda la capacidad del aparato fotosintético para utilizarla en las reacciones
fotoquimicas. Esta condicion puede favorecer la sobrereduccion de la cadena de transporte de
electrones y la formacioén de especies reactivas de oxigeno (ROS), promoviendo procesos de
fotoinhibicion y fotodano que afectan principalmente al fotosistema II mediante la degradacion
de la proteina D1 y la pérdida progresiva de eficiencia fotoquimica (Takahashi & Murata, 2008).
Aunque estos procesos no fueron evaluados directamente en el presente estudio, constituyen
mecanismos ampliamente descritos para plantas sometidas a alta irradiancia. En este escenario,
los carotenoides pueden desempefiar un papel esencial al disipar el exceso de energia mediante el
ciclo de las xantofilas y limitar la acumulacion de ROS, preservando la estabilidad de los
complejos fotosintéticos (Demmig-Adams & Adams., 1996).

Desde esta perspectiva, el mayor contenido de clorofilas observado en las plantas tratadas
con pulpa de café no necesariamente representa Uinicamente una estimulacion de la sintesis de
pigmentos, sino que puede interpretarse como un indicador de una mayor estabilidad del aparato

fotosintético frente a la exposicion a condiciones de elevada irradiancia. Esta respuesta es
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consistente con la composicion quimica de la pulpa de café, rica en compuestos fenolicos y otros
metabolitos con actividad antioxidante (Martinez et al., 2019) que podrian contribuir a mantener
el equilibrio redox celular y reducir el deterioro oxidativo de membranas, proteinas y pigmentos
fotosintéticos (Martinez et al., 2024). Aunque en este estudio no se cuantificd directamente la
produccion de ROS, la conservacion simultdnea de clorofilas y carotenoides es consistente con
una mayor estabilidad del aparato fotosintético en las plantulas tratadas bajo condiciones de
elevada irradiancia. Este comportamiento coincide con estudios realizados con bioestimulantes
de origen vegetal, cuyos efectos se expresan principalmente cuando las plantas enfrentan
condiciones de estrés y no durante un crecimiento libre de limitaciones ambientales (Van Oosten
et al., 2017; Bulgari et al., 2019).

La respuesta de los pigmentos tampoco fue proporcional al incremento de la dosis de
pulpa de café. La dosis de 5 g produjo los mayores contenidos de clorofilas y carotenoides,
incluso por encima de la dosis de 20 g, lo que indica que la estabilidad del aparato fotosintético
dependio del equilibrio entre la disponibilidad de nutrientes y la capacidad fisioldgica de la
planta para utilizarlos eficientemente, mas que de un incremento continuo en la dosis aplicada
(Rouphael & Colla., 2020). Esta respuesta podria estar relacionada con las modificaciones
quimicas del suelo discutidas anteriormente, ya que las dosis mas altas incrementaron la
disponibilidad de nutrientes, pero también promovieron una mayor alcalinizacion, alteraron las
relaciones Ca/K y Mg/K y redujeron la disponibilidad de hierro. Estos cambios podrian afectar
indirectamente la biosintesis de clorofila y el transporte electronico fotosintético, considerando
que el hierro participa en citocromos y ferredoxina, mientras que el magnesio constituye el
atomo central de la molécula de clorofila y el calcio interviene en la estabilidad de membranas y

procesos de sefializacion celular (Trankner et al., 2018).
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El comportamiento paralelo de clorofilas y carotenoides refleja la estrecha relacion
funcional entre ambos grupos de pigmentos. Mientras las clorofilas captan la energia luminosa
necesaria para impulsar las reacciones fotoquimicas, los carotenoides regulan el exceso de
energia absorbida y disminuyen el riesgo de fotooxidacion. Por ello, el incremento simultaneo de
ambos pigmentos es consistente con un ajuste coordinado entre la captacion de energia y los
mecanismos de fotoproteccion, el cual podria haber sido favorecido por la aplicacion de pulpa de
café bajo elevada irradiancia (Demmig-Adams & Adams., 1996).

La conservacion de los pigmentos fotosintéticos también proporciona un posible marco
fisioldgico para interpretar las respuestas de crecimiento observadas previamente. Un aparato
fotosintético funcional suele asociarse con una mayor capacidad para generar ATP y NADPH
durante la fase fotoquimica, asegurando el suministro de energia y poder reductor necesarios
para el ciclo de Calvin y la sintesis de fotoasimilados (Taiz et al., 2015). Aunque estas variables
no fueron determinadas directamente, este mecanismo ha sido ampliamente descrito para
explicar la relacion entre el mantenimiento de los pigmentos fotosintéticos y el crecimiento
vegetal. Al mismo tiempo, la disminucion del fotodafio reduce la necesidad de destinar carbono y
energia a procesos de reparacion celular, permitiendo una mayor asignacion de recursos hacia la
expansion foliar, el desarrollo radical y otros procesos de crecimiento (Takahashi & Murata.,
2008).

En conjunto, los resultados sugieren que la pulpa de café no actudé tnicamente mejorando
la nutriciéon del suelo, sino que también podria haber contribuido al mantenimiento de la
funcionalidad del aparato fotosintético cuando las plantulas fueron sometidas a condiciones de
mayor irradiancia. Esta respuesta proporciona el vinculo entre las modificaciones edaficas

discutidas previamente y las alteraciones metabdlicas que se analizaran en las siguientes
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secciones, ya que una mayor capacidad fotosintética podria proporcionar el soporte energético y
metabolico necesario para la sintesis de proteinas, compuestos fendlicos, flavonoides y demas
metabolitos involucrados en la respuesta fisiologica del copoazu frente al estrés.
5.3 Azicares totales y ajustes del metabolismo primario

Las diferencias observadas en el contenido de clorofilas y carotenoides sugieren que la
aplicacion de pulpa de café contribuy6 a mantener la estabilidad del aparato fotosintético de las
plantulas bajo condiciones de alta irradiancia. No obstante, la estabilidad de los pigmentos solo
adquiere significado fisiologico si se asocia con una mayor capacidad de fijacion de carbono y
una produccion mas eficiente de fotoasimilados. En este contexto, la cuantificacion de los
azlcares totales permiti6 evaluar si la mayor capacidad fotosintética potencial inferida a partir de
la conservacion de los pigmentos se reflejé en cambios reales del metabolismo primario.

Los carbohidratos constituyen los principales productos del ciclo de Calvin y representan
la fuente inmediata de carbono y energia para los procesos de crecimiento, respiracion y
biosintesis (Taiz et al., 2015). Ademas de su funcion energética, participan en el ajuste osmotico,
la sefializacion metabolica y la regulacion de numerosas rutas relacionadas con la respuesta al
estrés, por lo que sus variaciones reflejan el estado funcional del metabolismo del carbono
(Jeandet et al., 2022; Rosa et al., 2009). Asimismo, la disponibilidad de azicares condiciona el
suministro de esqueletos carbonados requeridos para la sintesis de aminoécidos, proteinas y
metabolitos secundarios, estableciendo el vinculo entre el metabolismo primario y las respuestas
bioquimicas que se discutiran posteriormente (Jeandet et al., 2022).

Los resultados evidenciaron que la respuesta de los azlicares dependié marcadamente del
ambiente luminico. Bajo condiciones de sombra no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos. En contraste, bajo irradiacion directa, la aplicacion de 5 g de
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pulpa de café produjo la mayor acumulacién de azlcares en las hojas, alcanzando valores
significativamente superiores a los registrados en el tratamiento control. Este comportamiento
reproduce el mismo patron observado para las clorofilas y carotenoides, lo que sugiere que
ambas respuestas podrian formar parte de un mismo proceso fisiologico.

Bajo condiciones de elevada irradiancia, la conservacion del aparato fotosintético suele
asociarse con un funcionamiento mas eficiente de las reacciones fotoquimicas, favoreciendo
potencialmente la produccion de ATP y NADPH (Taiz et al., 2015). En consecuencia, podria
mantenerse una mayor disponibilidad de energia y poder reductor para sostener la fijacion de
CO. y la sintesis de carbohidratos. Por el contrario, cuando ocurre fotodafio, la literatura describe
una disminucion progresiva de la eficiencia fotoquimica que limita la acumulacion de azlicares
(Nishiyama et al., 2011). Aunque estos procesos no fueron evaluados directamente en el presente
estudio, el mayor contenido de carbohidratos registrado en las plantas tratadas con 5 g es
consistente con la conservacion de los pigmentos observada en la seccidon anterior y sugiere una
respuesta coordinada del metabolismo del carbono.

El hecho de que la dosis de 5 g superara incluso a la de 20 g refuerza la idea de que la
respuesta bioestimulante estuvo determinada por un equilibrio fisiolégico y no por un incremento
proporcional de la disponibilidad de nutrientes. Como se sefialdé anteriormente, las dosis mas
altas modificaron el balance cationico del sustrato y disminuyeron la disponibilidad de hierro,
elemento esencial para el funcionamiento de componentes asociados a la cadena de transporte
electronico fotosintético. Por tanto, un aumento en la fertilidad quimica del suelo no
necesariamente se tradujo en una mayor eficiencia fotosintética, lo que podria explicar que la

acumulacion de azucares alcanzara su maximo con la dosis de 5 g (Trinkner et al., 2018).
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Otro resultado relevante fue la diferencia observada entre 6rganos segun la condicion
luminica. Bajo irradiacion directa, el incremento de azlicares ocurrié principalmente en las hojas,
mientras que bajo sombra las raices presentaron concentraciones superiores independientemente
del tratamiento aplicado.

Este comportamiento podria explicarse por cambios en la particion del carbono dentro de
la planta. Bajo condiciones de elevada irradiancia, las hojas pueden incrementar la retencion
temporal de carbohidratos solubles cuando aumenta la demanda metabodlica asociada al
mantenimiento del aparato fotosintético y a las respuestas de proteccion descritas para este tipo
de estrés (Takahashi & Murata., 2008; Nishiyama et al., 2011).

En condiciones de sombra ocurre un escenario diferente. La menor disponibilidad de
radiacion generalmente se asocia con una reduccion de la tasa fotosintética y de la produccion
diaria de carbohidratos, por lo que la planta puede tender a redistribuir el carbono disponible
hacia 6rganos de reserva y supervivencia, como el sistema radical. Esta estrategia podria
contribuir a mantener la respiracion de las raices y asegurar la absorcion de agua y nutrientes aun
cuando la producciéon de fotoasimilados disminuye, fendmeno ampliamente descrito para
especies lefiosas sometidas a limitacion luminica (Rosa et al., 2009). En este sentido, la mayor
concentracion de azlcares en raices bajo sombra probablemente refleja un cambio en la
asignacion del carbono mas que un incremento de la fotosintesis.

Es importante considerar que las determinaciones se realizaron utilizando peso fresco en
hojas y peso seco en raices, por lo que los valores absolutos entre drganos no son directamente
comparables. No obstante, las tendencias observadas son consistentes con lo reportado para

especies del género Theobroma, donde el contenido de carbohidratos disminuye cuando el



EFECTO BIOESTIMULANTE DE LA PULPA DE CAFE EN COPOAZU 124

aparato fotosintético se ve comprometido por condiciones de estrés y aumenta cuando la planta
mantiene una mayor capacidad de fijacion de carbono (Oliveira da Conceigao et al., 1997).

Mas alla de constituir una reserva energética, el incremento de azlicares observado en las
plantas tratadas con 5 g representa un punto de convergencia entre la respuesta fotosintética y las
modificaciones metabodlicas inducidas por la pulpa de café. Los carbohidratos producidos durante
la fotosintesis constituyen una fuente de carbono y energia para la sintesis de aminoacidos,
proteinas y metabolitos secundarios. Asimismo, participan en procesos de sefializacion celular
que pueden modular la expresion de genes relacionados con la respuesta antioxidante y la
adaptacion frente al estrés abidtico (Jeandet et al., 2022).

En conjunto, estos resultados sugieren que la aplicacion de pulpa de café favorecio el
mantenimiento del metabolismo primario bajo condiciones de elevada irradiancia, reflejado en
una mayor acumulacion de carbohidratos. Esta respuesta proporciona un marco fisioldgico para
interpretar los cambios observados posteriormente en proteinas, compuestos fendlicos y
flavonoides, ya que estos procesos dependen del suministro de carbono fijado durante la
fotosintesis y de la disponibilidad de energia para sostener las rutas biosintéticas, aunque dichas
rutas no fueron evaluadas directamente en este estudio (Sharma et al., 2019).

5.4 Proteinas totales y actividad metabdlica vegetal

Las respuestas observadas previamente en pigmentos fotosintéticos y azlcares
evidenciaron que la aplicacion de pulpa de café se asocid6 con un mejor mantenimiento del
metabolismo del carbono, inferido partiendo de las respuestas observadas en los pigmentos
fotosintéticos y los azlcares, particularmente bajo condiciones de elevada irradiancia. Sin
embargo, la sintesis de proteinas depende de la integracion entre el carbono fijado durante la

fotosintesis y el nitrogeno absorbido por la planta, por lo que el contenido proteico constituye un
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indicador del estado funcional del metabolismo primario. Como enzimas, transportadores y
componentes estructurales, las proteinas participan practicamente en todos los procesos celulares
(Taiz et al., 2015).

El contenido de proteinas presentd una respuesta diferenciada segun del 6rgano vegetal,
la dosis aplicada y la condicion de irradiancia (Figura 19), observandose una interaccion
significativa entre estos factores. Este comportamiento sugiere que la mayor disponibilidad de
carbono y nitrogeno no se tradujo en una acumulacion uniforme de proteinas, sino en una
reorganizacion del metabolismo nitrogenado de acuerdo con las necesidades funcionales de cada
tejido.

En las hojas, el contenido de proteinas mostré una respuesta diferencial segun la
condiciéon luminica y la dosis aplicada. Bajo condiciones de sombra, el tratamiento con 20 g
presentd un incremento significativo en el contenido de proteinas respecto al control, mientras
que los demds tratamientos mostraron variaciones de menor magnitud. En contraste, bajo
irradiacion solar directa no se observaron cambios significativos entre tratamientos. Este
comportamiento no necesariamente indica una ausencia de respuesta metabodlica, ya que el
contenido proteico refleja el balance dinamico entre los procesos de sintesis y degradacion de
proteinas. En condiciones de estrés luminico se ha descrito que numerosas proteinas asociadas al
aparato fotosintético experimentan un recambio continuo para reemplazar aquellas dafiadas por
las especies reactivas de oxigeno y mantener la funcionalidad del fotosistema II (Nishiyama et
al., 2011). Aunque este proceso no fue evaluado directamente en el presente estudio, constituye
un mecanismo potencial que podria contribuir a explicar la estabilidad del contenido proteico
foliar observada bajo irradiacion solar directa. Ademas, debido a que el ensayo BCA estima el

contenido total de proteinas solubles, los cambios observados reflejan la cantidad global de
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proteinas presentes, pero no permiten identificar modificaciones en proteinas especificas ni los
procesos de reorganizacion del proteoma que pueden ocurrir durante la respuesta al estrés
(Nelson & Millar., 2015).

En contraste, las raices mostraron una respuesta mucho mas sensible a la aplicacion de la
pulpa de café. Bajo elevada irradiancia, las dosis de 5 g, 10 g y 20 g disminuyeron
significativamente el contenido de proteinas respecto al control, mientras que bajo sombra
unicamente la dosis de 5 g produjo un incremento, reduciéndose nuevamente en las dosis
superiores. Desde una perspectiva bioquimica, esta respuesta es consistente con el elevado costo
energético asociado a la sintesis proteica, proceso que requiere ATP, poder reductor,
aminoacidos y esqueletos carbonados provenientes del metabolismo primario (Taiz et al., 2015).
En consecuencia, cuando cambian las prioridades fisiologicas de la planta, es posible que la
inversion metabolica destinada a la sintesis de proteinas se reorganice entre Organos para
favorecer aquellos tejidos con mayor demanda funcional (Taiz et al., 2015).

Esta interpretacion concuerda con los cambios observados en el sustrato. Si bien la
incorporacion de pulpa de café increment6 el contenido de nitrogeno total, este aumento no se
tradujo en un incremento generalizado del contenido de proteinas. La dosis de 5 g, que
previamente presentd la mayor conservacion de los pigmentos fotosintéticos, la mayor
acumulacion de azlcares y las respuestas morfoldgicas mas favorables, mantuvo relativamente
estable el contenido proteico foliar y produjo principalmente cambios en su distribucion entre los
diferentes o6rganos vegetales. Esto sugiere que una parte importante del carbono y del nitrogeno
disponibles pudo destinarse al crecimiento, al mantenimiento del aparato fotosintético y a otros

procesos metabolicos, mas que a la acumulacion de proteinas solubles. Asimismo, parte del
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nitrogeno pudo incorporarse a proteinas estructurales, enzimas especificas o metabolitos
nitrogenados que no son cuantificados por el método BCA (Smith et al., 1985; Taiz et al., 2015).

De forma integrada, los resultados evidencian que la pulpa de café no promovié un
incremento indiscriminado del contenido de proteinas, sino una respuesta diferencial en su
acumulacion, dependiente de la dosis, el d6rgano y las condiciones de irradiancia. Este
comportamiento es consistente con el mecanismo de accion propuesto para los bioestimulantes
vegetales, los cuales se han asociado con una utilizacion mas eficiente del carbono y del
nitrégeno, favoreciendo procesos fisioldgicos especificos en lugar de estimular uniformemente la
sintesis de biomoléculas (Rouphael & Colla, 2020; Bulgari et al., 2019). En consecuencia, el
patron observado podria reflejar una asignacion diferencial de los recursos nitrogenados entre los
distintos organos y procesos fisioldogicos, méas que un incremento generalizado de proteinas. En
conjunto, la dosis de 5 g representd una de las respuestas fisiologicas mas consistentes, al
coincidir con una mayor acumulacion de pigmentos fotosintéticos y azulcares, asi como con un
contenido proteico foliar estable. No obstante, este comportamiento debe interpretarse de manera
integrada con el resto de las variables evaluadas, considerando que otras dosis, particularmente
20 g, favorecieron en mayor medida algunos parametros de crecimiento morfoldgico.

Los valores obtenidos se encuentran dentro de los rangos reportados para tejidos frescos
de especies pertenecientes al género Theobroma y otras especies lefiosas tropicales analizadas
mediante ensayos colorimétricos como BCA, considerando las diferencias metodoldgicas
asociadas al protocolo de extraccion y al estado fisioldgico del tejido (Oliveira da Conceicao et
al., 1997). Desde esta perspectiva, estos resultados sugieren que la reorganizacion del
metabolismo primario pudo proporcionar la base metabdlica para la posterior acumulacion de

metabolitos secundarios, estableciendo un posible vinculo fisiologico entre el metabolismo del
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carbono y del nitrégeno y la respuesta antioxidante descrita en la literatura (Jeandet et al., 2022;
Ninkuu et al., 2025), la cual se analiza en la siguiente seccion.
5.5 Fenoles y flavonoides en la respuesta antioxidante a la alta irradiancia

Las respuestas observadas previamente en pigmentos fotosintéticos, azlicares y proteinas
sugieren que la aplicacion de pulpa de café¢ favorecid el mantenimiento del metabolismo
primario de las plantulas, particularmente bajo condiciones de alta irradiancia. Sin embargo, la
adaptacion al estrés no depende Unicamente de conservar la fotosintesis y el crecimiento, sino
también de redirigir parte del carbono fijado hacia la sintesis de metabolitos secundarios con
funcion protectora. Entre estos metabolitos, los compuestos fenodlicos, particularmente los
flavonoides, forman parte de los principales sistemas antioxidantes no enzimaticos de las plantas.
Estos compuestos contribuyen a la neutralizaciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS),
participan en la absorcion de la radiacion de alta energia y contribuyen al mantenimiento de la
homeostasis redox celular, funciones ampliamente documentadas para este grupo de metabolitos
(Sharma et al., 2019; Kumar et al., 2023).

La biosintesis de estos metabolitos se encuentra estrechamente relacionada con el
metabolismo primario. Los carbohidratos producidos durante la fotosintesis proporcionan los
esqueletos carbonados que ingresan a la via del shikimato y, posteriormente, a la ruta de los
fenilpropanoides, a partir de la cual se sintetiza gran parte de los compuestos fenolicos presentes
en las plantas, incluidos los flavonoides (Jeandet et al., 2022; Ninkuu et al., 2025). En
consecuencia, las variaciones observadas en estos metabolitos permiten inferir como las mejoras
registradas en el aparato fotosintético y en el metabolismo del carbono podrian haberse asociado

con respuestas de defensa frente a la alta irradiancia.
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Los resultados muestran que la respuesta de los metabolitos fendlicos dependiod
simultdneamente del o6rgano evaluado, la dosis aplicada y la condicion luminica (Figura 20).
Bajo irradiacion solar directa, las hojas tratadas con 5 g presentaron las mayores concentraciones
de fenoles y flavonoides, mientras que bajo sombra la acumulacién tendi6é a concentrarse en las
raices. Este comportamiento sugiere que la posible redistribucion del carbono hacia el
metabolismo secundario estuvo condicionada por las necesidades fisioldgicas de cada tejido.

La mayor acumulacion de fenoles y flavonoides en las hojas bajo elevada irradiancia fue
consistente con el patrébn observado previamente para los pigmentos fotosintéticos y los
azucares. La conservacion del aparato fotosintético podria haber favorecido el mantenimiento de
un suministro mas estable de fotoasimilados para alimentar la via de los fenilpropanoides, donde
la enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL) regula la formacion de una amplia diversidad de
compuestos fenolicos con funciones antioxidantes y fotoprotectoras (Sharma et al., 2019; Ninkuu
et al., 2025). Aunque la actividad de esta enzima no fue determinada en el presente estudio, el
incremento simultdneo de azucares, fenoles y flavonoides observado con la dosis de 5 g es
compatible con una mayor disponibilidad de carbono para la biosintesis de metabolitos
secundarios.

Esta relacion explica también el comportamiento semejante entre fenoles y flavonoides.
Dado que los flavonoides corresponden a un grupo especifico de compuestos fendlicos derivados
de la via de los fenilpropanoides, es esperable que ambos metabolitos respondan de manera
similar frente a cambios en esta ruta biosintética (Sharma et al., 2019). Asimismo, las
concentraciones de flavonoides fueron sistematicamente inferiores a las de fenoles totales,

comportamiento consistente con su relacion biosintética y con lo reportado para especies del
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género Theobroma, cuyos fenoles incluyen ademas acidos fenolicos, taninos y otros metabolitos
no flavonoides (Galeano y Paladines., 2012; Carmona et al., 2021).

La distribucion diferencial entre hojas y raices refleja las funciones fisioldgicas de cada
organo. Bajo elevada irradiancia, las hojas constituyen el principal sitio de absorcion de energia
y, por tanto, el tejido con mayor riesgo de fotoinhibicion y formacion de ROS. En consecuencia,
es esperable que la sintesis y acumulacion de metabolitos fenolicos ocurra preferentemente en
este organo, donde la literatura les atribuye funciones relacionadas con la neutralizacion de
radicales libres y la fotoproteccion (Kumar et al., 2023; Sharma et al., 2019). En contraste, bajo
sombra las raices presentaron concentraciones superiores de fenoles y, en menor medida, de
flavonoides. Dado que este 6rgano no estd expuesto directamente a la radiacion, la acumulacion
de estos metabolitos probablemente podria estar relacionada con funciones asociadas a la defensa
frente a microorganismos, la regulacion de la rizdsfera, la lignificacion y el crecimiento radical,
ademas de contribuir al mantenimiento de una reserva de capacidad antioxidante (Jeandet et al.,
2022; Sharma et al., 2019).

Resulta igualmente significativo que tnicamente la dosis de 5 g incrementara de forma
consistente los fenoles y flavonoides foliares. Este comportamiento coincide con el patron
descrito para los pigmentos fotosintéticos y los azucares, reforzando la idea de que esta dosis
promovid una de las respuestas fisiologicas més consistentes entre las variables bioquimicas
evaluadas. Sin embargo, este comportamiento debe interpretarse de manera integrada con el resto
de los resultados, considerando que otras dosis, particularmente 20 g, favorecieron en mayor
medida algunas variables de crecimiento morfologico.

La acumulaciéon de fenoles y flavonoides también puede interpretarse a partir de la

interaccion entre los metabolismos del carbono y del nitrégeno. Mientras el nitrogeno favorece la
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sintesis de aminodcidos y proteinas, una mayor disponibilidad relativa de carbono puede
estimular la produccion de metabolitos secundarios derivados de la via de los fenilpropanoides
(Sharma et al., 2019; Jeandet et al., 2022). En este estudio, si bien la incorporacion de pulpa de
café incrementd el contenido de nitrogeno en el suelo, este aumento no se reflejo en un
incremento generalizado de la concentracion de proteinas en las plantas. En cambio, la dosis de 5
g favorecio simultaneamente una mayor acumulacion de azicares y de compuestos fenolicos, lo
que sugiere una reorganizacion metabdlica en la que parte del carbono fijado mediante la
fotosintesis podria haber sido redirigido hacia mecanismos de defensa antioxidante. Esta posible
reorganizacion metabdlica también ayuda a explicar por qué solo algunas comparaciones fueron
estadisticamente significativas, ya que la sintesis de metabolitos secundarios depende del balance
dindmico entre crecimiento, mantenimiento y defensa.

En conjunto, los resultados sugieren que la aplicacion de pulpa de café promovio una
reorganizacion del metabolismo secundario dependiente de la dosis y de las condiciones de
irradiancia. Debe considerarse que las determinaciones de fenoles y flavonoides en hojas se
realizaron con base en peso fresco, mientras que en raices se expresaron respecto al peso seco;
por tanto, los valores absolutos entre Organos no son directamente comparables y la
interpretacion debe realizarse considerando las tendencias observadas dentro de cada tejido.

La mayor acumulacion de estos metabolitos en las hojas tratadas con 5 g fue consistente
con la conservacion de los pigmentos fotosintéticos, la mayor disponibilidad de azucares y el
mantenimiento del metabolismo proteico discutidos previamente, lo que es consistente con una
respuesta fisiologica integrada frente a la alta irradiancia. Aunque en este estudio no se
determinaron directamente la actividad antioxidante, la produccion de ROS, ni la actividad de

enzimas como PAL, ni la de otras enzimas antioxidantes, la integracion de la evidencia obtenida



EFECTO BIOESTIMULANTE DE LA PULPA DE CAFE EN COPOAZU 132

es consistente con una posible coordinacion entre metabolismo primario y secundario. En este
contexto, los mecanismos discutidos constituyen una interpretacion fisiologica sustentada en la
literatura y proporcionan un marco conceptual para comprender el potencial bioestimulante de la
pulpa de café durante el establecimiento de Theobroma grandiflorum, mas que una demostracion
experimental de dichos procesos.
5.6 Integracion de las respuestas bioquimicas y del crecimiento inducidas por la pulpa de
café

La integracion de los resultados sugiere que los efectos de la pulpa de café sobre las
plantulas de Theobroma grandiflorum no pueden explicarse Uinicamente por el incremento de la
fertilidad del suelo. Aunque la incorporacion del residuo modificod favorablemente algunas
propiedades fisicoquimicas, como el contenido de carbono organico, nitrégeno total, capacidad
de intercambio cationico y disponibilidad de determinados nutrientes, las respuestas fisiologicas
y bioquimicas no mostraron una relacion proporcional con estos cambios. Las dosis de 10y 20 g
generaron modificaciones mas marcadas en las propiedades del sustrato; no obstante, la dosis de
5 g present6 una respuesta fisiologica y bioquimica mas consistente, mientras que la dosis de 20
g favorecid en mayor medida algunas variables relacionadas con el crecimiento morfologico.
Este comportamiento indica que la pulpa actué simultdneamente como enmienda organica y
bioestimulante, ya que, ademds del aporte nutricional, es consistente con una regulacion
fisiologica dependiente de la dosis aplicada y del estado metabdlico de la planta, comportamiento
caracteristico de este tipo de insumos (Rouphael & Colla., 2020; Bulgari et al., 2019).

El conjunto de las variables evaluadas permite proponer una secuencia fisiologica
integrada que explica el patron observado durante el experimento. Inicialmente, las mejoras en

las propiedades del suelo podrian haber favorecido el desarrollo del sistema radicular y la
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absorcion de agua y nutrientes. Sobre esta base nutricional, las plantas presentaron una mayor
conservacion de la estabilidad del aparato fotosintético bajo elevada irradiancia, evidenciada por
el mantenimiento de clorofilas y carotenoides. En este contexto, la conservacion de los
pigmentos fotosintéticos fue consistente con una mayor acumulacion de azucares foliares, lo que
podria reflejar un mejor mantenimiento del metabolismo del carbono, tanto para el crecimiento
como para la biosintesis de metabolitos fendlicos a través de las vias del shikimato y los
fenilpropanoides. Paralelamente, el comportamiento de las proteinas sugiere que este proceso no
implicO una acumulacion indiscriminada de biomoléculas, sino una reorganizacion del
metabolismo del carbono y del nitrogeno acorde con las demandas funcionales de cada 6rgano.
En conjunto, estos resultados permiten proponer que las respuestas morfologicas constituyeron la
manifestacion final de una serie de ajustes bioquimicos iniciados por las modificaciones del
suelo e interpretados a partir de la integracion del metabolismo primario y secundario.

La respuesta diferencial entre las dosis aplicadas refuerza esta interpretacion. La dosis de
5 g present6 una de las respuestas fisioldgicas mas consistentes entre las variables bioquimicas
evaluadas, mientras que la dosis de 20 g favorecio algunos parametros de crecimiento como el
area foliar y el nimero de hojas. En contraste, la dosis de 10 g mostré un comportamiento menos
consistente, evidenciado por una menor respuesta en algunas variables morfologicas y
fisiologicas respecto a las otras dosis evaluadas. Aunque este resultado representa una desviacion
de la tendencia general observada, durante el desarrollo del experimento no se identificaron
diferencias en el manejo de las unidades experimentales que permitieran atribuir este
comportamiento a factores metodologicos. La distribucion de las plantas se realizd6 de manera
aleatorizada, todas las unidades experimentales recibieron las mismas condiciones de riego y

manejo agronomico, y adicionalmente se efectué una rotacion periddica de las plantas para



EFECTO BIOESTIMULANTE DE LA PULPA DE CAFE EN COPOAZU 134

minimizar posibles efectos de borde relacionados con la ubicacion dentro de las areas de cultivo.
En consecuencia, la respuesta observada para la dosis de 10 g se interpreta como una variacion
propia del tratamiento, cuya causa no pudo establecerse con el presente disefio experimental y
que debera ser evaluada en estudios posteriores con un mayor numero de dosis y réplicas
experimentales.

Este comportamiento probablemente refleja un equilibrio entre disponibilidad de
nutrientes y regulacion metabolica. Aunque las dosis més altas incrementaron la fertilidad del
sustrato, también promovieron cambios en el pH y en el balance entre cationes, reduciendo
potencialmente la disponibilidad de micronutrientes esenciales para el funcionamiento
fotosintético y el metabolismo celular. En consecuencia, la respuesta observada es compatible
con los patrones dosis-respuesta descritos para diversos bioestimulantes de origen bioldgico, en
los que la magnitud del efecto depende de la dosis aplicada (Vargas et al., 2017; Rouphael &
Colla., 2020). No obstante, debido a que el presente estudio unicamente evalu6 cuatro niveles de
aplicacion y la respuesta de la dosis intermedia no siguié un patréon uniforme entre todas las
variables analizadas, los resultados no permiten demostrar formalmente un fendémeno de
hormesis. Por tanto, el comportamiento observado debe interpretarse como una respuesta no
lineal dependiente de la dosis y no como evidencia concluyente de una relacion hormética. En
este sentido, la evidencia obtenida es consistente con la existencia de una dosis fisioldgicamente
favorable, determinada por el equilibrio entre el mejoramiento de las propiedades del suelo y la
capacidad de la planta para utilizar eficientemente los recursos disponibles.

La condicion luminica también desemped un papel determinante en la expresion del
efecto bioestimulante. Bajo sombra, donde la presion fotooxidativa fue menor, las diferencias

entre tratamientos resultaron limitadas y las respuestas metabdlicas tendieron a concentrarse en
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el sistema radicular. En contraste, bajo irradiacion solar directa la aplicacion de pulpa de café se
asocio con una respuesta coordinada que involucrd la conservacion del aparato fotosintético, una
mayor disponibilidad de carbohidratos y la acumulacion de fenoles y flavonoides en las hojas,
organos directamente expuestos al exceso de radiacion. Este es consistente con la hipotesis de
que la pulpa expresdé sus mayores beneficios cuando las plantas enfrentaron condiciones de
estrés, sugiriendo un posible rol como modulador de la tolerancia fisiolégica y no como un
simple promotor del crecimiento, en concordancia con el mecanismo de accion actualmente
atribuido a los bioestimulantes vegetales (Van Oosten et al., 2017; Zhang et al., 2024).

Esta interpretacion también encuentra respaldo en los andlisis integradores realizados. El
mapa de calor (Figura 21) evidenci6 que la dosis de 5 g concentré el mayor nimero de
respuestas positivas bajo irradiacion directa, mientras que la red de correlaciones (Figura 22)
mostrd agrupamientos claramente definidos entre las variables de crecimiento, los pigmentos
fotosintéticos y los metabolitos fendlicos. Estos patrones sugieren que las respuestas observadas
son consistentes con un ajuste fisiologico coordinado. La ausencia de correlaciones fuertes para
carbohidratos y proteinas probablemente refleja la naturaleza dindmica de estos metabolitos,
cuyas concentraciones dependen de procesos continuos de sintesis, utilizacion y redistribucion,
por lo que su comportamiento no necesariamente mantiene relaciones lineales con otras variables
fisioldgicas.

En conjunto, la evidencia obtenida sugiere que los efectos observados de la pulpa de café
son consistentes con un mecanismo de accidn que combina efectos de fertilizacion y
bioestimulacion. Las modificaciones fisicoquimicas del suelo representaron el inicio de una serie
de respuestas que pudieron favorecer el desarrollo radical, la conservacion del aparato

fotosintético, el mantenimiento del metabolismo primario y una posible reorganizacion del



EFECTO BIOESTIMULANTE DE LA PULPA DE CAFE EN COPOAZU 136

metabolismo secundario antioxidante, lo que podria haber contribuido a mejorar la adaptacion
fisiologica de las plantulas frente a la alta irradiancia. En conjunto, la dosis de 5 g represento la
condicion de mayor equilibrio fisiologico al optimizar simultdneamente estos procesos sin
inducir los desbalances observados en las dosis superiores. De esta manera, los resultados
obtenidos evidencian que la valorizacion de la pulpa de café trasciende su funcion como fuente
de nutrientes, al presentar efectos que pueden extenderse a la modificacion de las propiedades
del suelo y a la regulacion de procesos fisiologicos y bioquimicos en las plantas, respaldando su
potencial como un bioestimulante de origen agroindustrial con potencial para fortalecer el
establecimiento de especies amazonicas como Theobroma grandiflorum, contribuyendo ademas
al aprovechamiento sostenible de los residuos generados por la actividad cafetera, dentro de los

principios de la economia circular.

6. Conclusiones

La presente investigacion evidencid que la aplicacion de pulpa de café produjo cambios
significativos en la interaccion suelo—planta de las plantulas de copoazti (Theobroma
grandiflorum), cumpliendo el objetivo general de evaluar su efecto sobre las propiedades
fisicoquimicas del suelo, el crecimiento y la respuesta bioquimica de las plantas bajo diferentes
condiciones de irradiancia. De manera integrada, la evidencia obtenida sugiere que este residuo
agroindustrial posee el potencial de actuar como enmienda orgédnica y bioestimulante, al
promover respuestas que trascendieron el simple aporte de nutrientes.

La caracterizacion del suelo evidencid que la incorporacion de pulpa de café favorecié el
aumento del pH, la materia organica, el carbono organico, el nitrogeno total y la capacidad de

intercambio catidonico, ademds de incrementar la disponibilidad de nutrientes, particularmente de
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potasio, contribuyendo a mejorar las condiciones de fertilidad del sustrato. No obstante, las dosis
mas elevadas también generaron modificaciones en el equilibrio quimico del suelo, como la
disminucién de la disponibilidad de hierro y alteraciones en las relaciones catidnicas, lo que
evidencia que un mayor enriquecimiento nutricional no necesariamente se traduce en una mayor
eficiencia fisiologica de las plantas.

La evaluacion de las variables morfoldgicas evidencid que las mejoras edaficas se
asociaron con un mejor establecimiento de las plantulas, especialmente a través del desarrollo del
sistema radical y la acumulacion de biomasa. Sin embargo, la magnitud de esta respuesta
dependi6 tanto de la dosis aplicada como de la condicion luminica, siendo la irradiacion solar
directa el escenario donde los efectos de la pulpa de café fueron mas evidentes, lo que sugiere
que su accion estuvo asociada principalmente a la modulaciéon de la respuesta al estrés y no
unicamente a la nutricion vegetal.

El anélisis bioquimico evidencid una respuesta fisiologica integrada. Bajo condiciones de
alta irradiancia, la pulpa de café se asoci6 con la conservacion de los pigmentos fotosintéticos,
incremento6 la acumulacion de azlcares, sugirid una reorganizacion del metabolismo proteico y
se asocid con una mayor acumulacion de fenoles y flavonoides. La integracion de estas
respuestas sugiere una interaccion entre el metabolismo metabolismo primario y secundario
compatible con una respuesta fisioldgica coordinada frente a la alta irradiancia.

Entre las dosis evaluadas, la aplicacion de 5 g presentd una de las respuestas fisioldgicas
y bioquimicas mds consistentes, particularmente en pigmentos fotosintéticos, carbohidratos y
metabolitos fendlicos. No obstante, la dosis de 20 g favorecié en mayor medida algunas variables

morfoldgicas, lo que indica que la respuesta a la pulpa de café dependi6 de la variable evaluada.
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La integraciéon de las variables edaficas, morfologicas, fisiologicas y bioquimicas
permitio proponer una secuencia funcional en la que las modificaciones del suelo podrian haber
favorecido el desarrollo radical y la absorcion de nutrientes, asocidandose con el mantenimiento
del aparato fotosintético, el metabolismo primario y la posible reorganizacion del metabolismo
secundario antioxidante. Esta secuencia podria explicar de manera consistente como los cambios
inducidos por la pulpa de café se tradujeron en una mayor capacidad de adaptacion de las
plantulas frente a la alta irradiancia.

Finalmente, esta investigacion aporta evidencia experimental sobre el uso de la pulpa de
café como una alternativa para la valorizacion sostenible de los residuos generados por la
agroindustria cafetera. Asimismo, contribuye al conocimiento de las respuestas edéficas,
morfolégicas y bioquimicas asociadas con su aplicacion durante el establecimiento de
Theobroma grandiflorum, una especie amazonica sobre la cual aun existe informacion cientifica
limitada. Los resultados obtenidos proporcionan una base para futuras investigaciones enfocadas
en validar los mecanismos fisiologicos y moleculares planteados, asi como en evaluar los efectos
de la pulpa de café durante etapas posteriores del desarrollo del cultivo y bajo condiciones de
campo. De este modo, se respalda su potencial como alternativa dentro de estrategias orientadas
a la agricultura sostenible y al aprovechamiento de residuos bajo un enfoque de economia

circular.

7. Recomendaciones

Se recomienda desarrollar estudios de mayor duracion que permitan evaluar la
persistencia de los efectos observados durante etapas mas avanzadas del desarrollo de

Theobroma grandiflorum, incluyendo las etapas de establecimiento en campo y produccion,
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mediante la evaluacion de variables relacionadas con el rendimiento y la calidad del fruto. Esto
permitira establecer si las mejoras observadas en el crecimiento, el metabolismo vegetal y las
propiedades fisicoquimicas del suelo se mantienen a largo plazo y se reflejan en una mayor
productividad y desempeiio agronémico del cultivo.

Con el propodsito de profundizar en los mecanismos fisiologicos propuestos en esta
investigacion, se recomienda complementar futuras evaluaciones con la determinacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), actividad de enzimas antioxidantes (como superdxido
dismutasa, catalasa y peroxidasas), capacidad antioxidante total y expresion o actividad de
enzimas clave del metabolismo fendlico, particularmente fenilalanina amonio-liasa (PAL). Estos
analisis permitirian corroborar experimentalmente los mecanismos bioquimicos inferidos durante
la discusion.

Se recomienda validar estos resultados bajo condiciones de campo y en diferentes tipos
de suelo representativos de las regiones productoras de copoazi. La evaluacién en distintos
contextos edaficos y ambientales permitird determinar la estabilidad de la respuesta observada,
asi como la influencia de factores como la microbiota del suelo, la dinamica natural de nutrientes
y las condiciones climaticas sobre la eficacia de la pulpa de café como bioestimulante.

Finalmente, se recomienda ampliar la evaluacion agrondmica, ambiental y econdmica del
uso de la pulpa de café, considerando no solo sus efectos sobre el crecimiento y la respuesta
fisioldgica de las plantas, sino también su contribucion a la calidad del suelo, al aprovechamiento
de residuos agroindustriales y a la viabilidad de su incorporacion en sistemas productivos de la
region amazonica. Este enfoque contribuird a fortalecer las bases cientificas para su

incorporacion dentro de estrategias de agricultura sostenible y economia circular.
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Apéndices

Apéndice 1.
Hojas de referencia utilizadas para la determinacion de la constante k empleada en el

calculo del area foliar de plantulas de copoazu
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Nota. Se seleccionaron aleatoriamente 14 hojas de plantulas de copoazi cultivadas en
invernadero, incluyendo hojas en diferentes estados de desarrollo, con el fin de obtener una
muestra representativa de la variabilidad morfoldgica presente en el experimento.

Apéndice 2.

Determinacion de la constante k para el cdlculo del darea foliar mediante ImageJ

Areal Area2 Prom drea Largo Ancho k
1 61.477 61.196 61.337 15.3 9.8 0.409
2 42.231 41.874 42.053 17.7 6.3 0.377
3 84.439 84.059 84.249 19.5 10.3 0.419
4 33.415 33.131 33.273 15 4.7 0.472
5 80.953 80.566 80.76 17.6 10.5 0.437
6 47.292 46.966 47.129 15.5 6.6 0.461
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7 68.253 67.963 68.108 19.4 8.7 0.404
8 68.553 68.161 68.357 20.1 8.6 0.395
9 33.642 33.447 33.545 11.6 6.2 0.466
10 51.597 51.329 51.463 16.9 8.7 0.35
11 92.012 91.565 91.789 25.8 10.4 0.342
12 35.373 35.158 35.266 14.6 6.2 0.39
13 43.008 42.817 42913 13.2 6.5 0.5
14 26.837 26.619 26.728 10.9 5.4 0.454
0.42

Nota. Se seleccionaron aleatoriamente 14 hojas de plantulas de copoazu cultivadas en
invernadero, incluyendo hojas en diferentes estados de desarrollo. El area foliar de cada hoja se
determiné mediante el software ImageJ a partir de imagenes digitales calibradas con una escala
de referencia. Para ello, se registraron las dimensiones de largo y ancho de cada hoja, mientras
que el software calcul6 el area foliar real considerando su forma y contorno. Posteriormente, a
partir de la ecuacion empleada para la estimacion del area foliar (Area = largo x ancho x k), se
despejo la constante k para cada hoja individual. Finalmente, se calculo el valor promedio de k
(0,420), el cual fue utilizado como constante de correccion en las estimaciones de area foliar
realizadas durante la evaluacion de las variables morfoldgicas del estudio.

Apéndice 3.

Datos utilizados para la construccion de la curva de calibracion de azucares totales

empleando glucosa como estandar de referencia

Concentracion de Absorbancia
glucosa (ug/mL) (620 nm)

0 0.037
20 0.113
40 0.169
50 0.206
60 0.265
80 0.339
100 0.398

150 0.624
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200 0.768
250 0.934

Nota. Se prepararon soluciones patron de glucosa con concentraciones entre 0 y 250
pg/mL. La determinacion se realizd mediante el método colorimétrico de antrona, registrando la
absorbancia de cada estandar a 620 nm.

Apéndice 4.

Curva de calibracion de glucosa utilizada para la determinacion de azucares totales en

tejidos vegetales de copoazii

Curva de calibracion de glucosa
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Nota. Curva de calibracion construida a partir de soluciones patron de glucosa. La
relacion entre la concentracion de glucosa y la absorbancia presentd6 un comportamiento lineal
dentro del rango evaluado, descrito por la ecuacion y = 0.0037x + 0.0376, con un coeficiente de
determinacion (R?) de 0,997. Esta ecuacion se utilizo para la cuantificacion de azucares totales

en hojas y raices de copoazu (Theobroma grandiflorum).
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Apéndice 5.
Datos utilizados para la construccion de la curva de calibracion de proteinas totales

empleando albumina sérica bovina (BSA) como estandar de referencia

Concentracion de Absorbancia

BSA (ng/mL) (562 nm)
0 0.198
5 0.199
25 0.213

125 0.274
250 0.323
500 0.436
750 0.546
1000 0.656
1500 0.838
1900 1.003

Nota. Se prepararon soluciones patron de albumina sérica bovina (BSA) en
concentraciones entre 5 y 1900 pg/mL. La determinacion se realizd mediante el ensayo
colorimétrico de acido bicinconinico (BCA), registrando la absorbancia de cada estandar a 562

nm.
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Apéndice 6.
Curva de calibracion de BSA utilizada para la determinacion de proteinas totales en

tejidos vegetales de copoazu

Curva de calibracion de BSA
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Nota. La relacion entre la concentracion de BSA y la absorbancia presentd un
comportamiento lineal dentro del rango evaluado, descrito por la ecuacion y = 0.0004x + 0.2122,
con un coeficiente de determinacién (R?) de 0.9976. Esta ecuaciéon se utilizd para la
cuantificacion de proteinas en hojas y raices de copoazl (Theobroma grandiflorum).

Apéndice 7.

Datos utilizados para la construccion de la curva de calibracion de fenoles empleando

dcido galico como estandar de referencia

Concentracion de Absorbancia
acido galico (ug/mL) (750 nm)

0 0.029
20 0.104
40 0.221
60 0.328
80 0.431
100 0.531

120 0.611
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140 0.698
160 0.787

Nota. Se prepararon soluciones patron de acido gélico en concentraciones entre 0 y 160

pg/mL. La determinacion se realizd mediante el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu,

registrando la absorbancia de cada estandar a 750 nm.

Apéndice 8.

Curva de calibracion de acido galico utilizada para la determinacion de fenoles totales

en tejidos vegetales de copoazii
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Nota. La relacion entre la concentracion de acido gélico y la absorbancia presentd un

comportamiento lineal dentro del rango evaluado, descrito por la ecuacion y = 0.0048x + 0.0291,

con un coeficiente de determinacion (R?) de 0.9974. Esta ecuacion se utilizd para la

cuantificacion de fenoles en hojas y raices de copoazu (Theobroma grandiflorum,).
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Apéndice 9.

Datos utilizados para la construccion de la curva de calibracion de flavonoides

empleando catequina como estandar de referencia

Concentracion de  Absorbancia
catequina (mg/mL) (510 nm)

0 0.007
0.02 0.074
0.04 0.136
0.06 0.207
0.08 0.266
0.1 0.336
0.12 0.401

Nota. Se prepararon soluciones patron de catequina en concentraciones entre 0 y 0,12

mg/mL. La determinacion se realiz6 mediante el método colorimétrico para flavonoides totales,

registrando la absorbancia de cada estandar a 510 nm.

Apéndice 10.

Curva de calibracion de catequina utilizada para la determinacion de flavonoides totales

en tejidos vegetales de copoazii
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Nota. La relacion entre la concentracion de catequina y la absorbancia presentd un

comportamiento lineal dentro del rango evaluado, descrito por la ecuacion y = 3.277x + 0.0073,

con un coeficiente de determinacion (R?) de 0.9998. Esta ecuacion se utilizd para la

cuantificacion de flavonoides en hojas y raices de copoazu (Theobroma grandiflorum).

Apéndice 11.

Contenido de clorofilas y carotenoides en plantulas de copoazu tratadas con pulpa de

café bajo condiciones de luz y sombra

Clorofilas Luz
Error Error Error Error
Clorofila Clorofila Clorofilas Carotenoides , , , Estandar
Estandar Estandar Estandar .
a b Totales Totales Clorofila Clorofila Clorofilas Carotenoi
(mg/gPF) (mg/gPF) (mg/gPF) (mg/gPF) des
a b Totales
Totales
Control 1.01 0.39 1.40 0.38 0.15 0.05 0.20 0.05
5¢ 2.01 0.75 2.76 0.65 0.16 0.08 0.24 0.05
10g 1.46 0.52 1.98 0.47 0.11 0.05 0.16 0.03
20¢g 1.78 0.67 2.45 0.59 0.35 0.12 0.47 0.12
Clorofilas Sombra
Clorofila Clorofila Clorofilas Carotenoides El,'l‘Ol' El:ror El:ror El,'l‘Ol'
Estandar Estandar Estandar Estandar
a b Totales Totales Clorofila Clorofila Clorofilas Carotenoides
(mg/gPF) (mg/gPF) (mg/gPF) (mg/gPF) b Totales Totales
Control 2.79 0.98 3.77 0.72 0.18 0.04 0.22 0.04
S5¢ 2.88 1.06 3.95 0.76 0.22 0.07 0.29 0.05
10g 2.56 0.90 3.46 0.70 0.14 0.05 0.18 0.04
20¢g 2.46 0.95 3.41 0.71 0.23 0.09 0.31 0.06

Apéndice 12.

Contenido de carbohidratos totales en plantulas de copoazu tratadas con pulpa de café

bajo condiciones de luz y sombra

Carbohidratos Luz

. , Error Error
Hojas Raices Estandar Estandar
(mg/gPF)  (mg/gPS) Hojas Raiz
Control 18.70 23.93 0.86 2.18
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5¢ 24.59 25.10 0.41 1.23
10g 16.74 10.44 1.60 1.22
20¢g 19.01 16.06 0.78 0.94
Carbohidratos Sombra
. , Error Error
Hojas Raices . .
(mg/gPF) (mglgPs) “pp it RO
Control  10.38 17.55 0.36 0.33
5¢g 10.66 22.20 0.51 1.45
10g 12.66 12.50 0.75 0.72
20g 7.42 16.37 0.60 0.46

Apéndice 13.

162

Contenido de proteinas totales en hojas y raices de plantulas de copoazu tratadas con

pulpa de café bajo condiciones de luz y sombra

Proteinas Luz

Hojas Raices EF;r::; r EF;r;(()ir r
(ng/gPF) (ng/gPF) SHT,J asa sl:aiza
Control 864.34  880.53 14.61 60.38
5¢ 1044.48 387.80 53.63 13.66
10¢g 810.60 90.56 22.49 3.48
20g 559.71 505.13 8.36 20.01
Proteinas Sombra
Hojas Raices E:Et;;(:irar Es]i;:()irar
(ng/gPF) (ng/gPF) Hojas Raiz
Control 35321  521.95 5.83 8.44
5¢ 443.80  731.26 15.10 41.48
10¢g 532.49 24.26 34.92 4.43
20g 810.63 198.26 16.41 8.01

Apéndice 14.

Contenido de fenoles totales en hojas y raices de plantulas de copoazu tratadas con

pulpa de café bajo condiciones de luz y sombra

Fenoles Luz
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Hojas Raices El,’l'Ol’ El,’l'Ol’
(mg/gPF) (mg/gPS) Estal.ldar Estan'dar
Hojas Raiz
Control 14.06 14.98 1.19 0.27
5¢ 20.22 10.35 0.48 0.15
10g 14.13 15.09 0.37 0.38
20g 18.86 16.02 0.54 0.35
Fenoles Sombra
. , Error Error
(nllfg‘/ng %SF) (nl?g/lgcle)ss) Estél.ldar Estén’dar
Hojas Raiz
Control 13.12 17.79 0.37 0.53
5¢ 11.37 19.17 0.47 0.34
10g 11.68 21.47 1.05 0.22
20g 12.29 19.90 0.60 0.40

Apéndice 15.

163

Contenido de flavonoides totales en hojas y raices de plantulas de copoazu tratadas con

pulpa de café bajo condiciones de luz y sombra

Flavonoides Luz

Hojas Raices EI:I‘OI‘ EI:I‘OI‘
(mg/gPF) (mg/gPS) Estal.ldar Estan,dar
Hojas Raiz
Control 10.96 12.68 0.17 0.30
S5¢ 16.50 9.18 0.63 0.17
10g 12.19 14.21 0.09 0.62
20¢g 11.20 14.62 1.19 0.51
Flavonoides Sombra
Hojas Raices Eftg;(:lrar Eslig;(:irar
(mg/gPF) (mg/gPS) Hojas Raiz
Control  12.85 15.12 0.15 0.49
5¢ 11.62 14.06 0.10 0.50
10g 12.05 13.38 0.13 0.67

20¢g 12.45 18.91 0.17 0.21
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Apéndice 16.

Propiedades fisicoquimicas del sustrato al final del ciclo experimental bajo diferentes

dosis de pulpa de café
LUZ SOLAR DIRECTA SOMBRA (65%)
Control S5¢ 10g 20¢g Control S5¢ 10g 20g
pH 5.6 6.9 7.8 7.6 5.6 6.7 7 7.8
C (%) 4.41 3.98 4.06 3.81 2.98 4.09 5.04 4.17
P (ppm) 203.7 175.08 176.67 170.02 189.1 201.82 174.36 194.59
Ca (meq/100g) 6.14 6.63 6.2 6.79 6.23 6.53 7.02 6.7
Mg (meq/100g) 1.73 2.12 2.19 2.52 1.76 2.1 2.4 2.66
Na (meq/100g) 0.3 0.4 0.35 0.31 0.26 0.28 0.33 0.46
K (meq/100g) 1.08 4.03 4.64 4.63 1.09 3.75 4.6 4.67
Arena (%) 78 88 86 90 76 86 84 88
Limo (%) 20 10 12 8 22 12 16 12
Arcilla (%) 2 2 2 2 2 2 0 0
Textura A;;r;cisoo- Arenoso Arenoso Arenoso A;re;;soo_ Arenoso A;:;l(;soo- Arenoso
B (ppm) 0.32 1.09 1.86 2.66 0.32 0.31 0.39 3.75
Fe (ppm) 44.56 37.76 33.2 28.64 50.64 27.84 26.12 14.12
Mn (ppm) 5.85 8.13 11.48 16.23 7.37 8.44 10.95 19.98
Cu (ppm) 0.65 1.08 1.2 1.68 0.59 0.88 1.03 1.63
Zn (ppm) 4.39 4.81 5.23 5.11 4.75 4.63 4.72 5.46
CIC (meq/100g) 17.6 20.4 29.2 29.2 24 .4 24.2 29.2 31.2
N total (%) 0.43 0.47 0.59 0.77 0.36 0.49 0.58 0.99
Materia
Orgénica (%) 7.6 6.86 7 6.57 5.14 7.05 8.69 7.19
Relacion C/N 10.18 8.49 6.86 4.95 8.39 8.4 8.66 4.23
Relacion
Ca/Mg 3.55 3.13 2.83 2.69 3.54 3.11 2.93 2.52
Relacion Ca/K 5.69 1.65 1.34 1.47 5.72 1.74 1.53 1.43
Relacion Mg/K 1.6 0.53 0.47 0.54 1.61 0.56 0.52 0.57
Relacion 7.29 217 181 201 7.33 23 2.05 2

Ca+Mg)/K
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Nota. Se presentan los valores absolutos de las propiedades quimicas y fisicas del suelo
determinados al finalizar el experimento para las condiciones de alta irradiancia y sombra. Los

analisis fueron realizados en el Laboratorio Quimico de consultas industriales (LQCI).

Apéndice 17.

Analisis de componentes principales (PCA) de las variables morfologicas evaluadas bajo

condicion de luz solar directa

PCA - Variables morfoldgicas
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Nota. El andlisis de componentes principales (PCA) muestra una diferenciacioén parcial
entre los tratamientos evaluados bajo condicion de luz, explicando el 81,11 % de la variacion

total mediante los dos primeros componentes.

Apéndice 18.

Analisis de componentes principales (PCA) de las variables morfologicas evaluadas bajo

condicion de sombra al 65%
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Nota. El analisis de componentes principales (PCA) de las variables morfoldgicas bajo

condicién de sombra explicé el 93,16 % de la variacion total mediante los dos primeros

componentes.
Apéndice 19.

Analisis de componentes principales (PCA) del contenido de Clorofilas y Carotenoides
evaluadas bajo condicion de luz solar directa

PCA - Clorofilas y Carotenoides
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Nota. El analisis de componentes principales (PCA) muestra la distribucion multivariada

de los tratamientos evaluados unicamente bajo condicion de luz, considerando el contenido de

clorofila a, clorofila b y carotenoides totales. Los dos primeros componentes explicaron el 100 %

de la variacion total.

Apéndice 20.

Analisis de componentes principales (PCA) del contenido de Clorofilas y Carotenoides

evaluadas bajo condicion de sombra al 65%
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Nota. El analisis de componentes principales (PCA) muestra la distribucion multivariada
de los tratamientos evaluados bajo condiciéon de sombra, considerando el contenido de clorofila
a, clorofila b y carotenoides totales. Los dos primeros componentes explicaron el 100 % de la
variacion total.

Apéndice 21.

Tablas ANOVA con significancia de variables morfologicas y de biomasa

Longitud raiz principal - Luz
Source | ddofl ddof2 F p_unc np2
0 Group 3 10.9749823 | 4.17090006 | 0.03366068 | 0.37337068
Diametro basal - Luz
Source | ddofl ddof2 F p_unc np2
0 Group 3 11.0051757 | 4.75795792 | 0.02307372 | 0.46033165
Peso seco raiz - Luz
Source | ddofl H p_unc
Kruskal | Group 3 11.4533333 0.0095109
Volumen de raiz - Luz
Source | ddofl ddof2 F p_unc np2
0 Group 3 10.8401482 20.158549 9.63E-05 0.64475015
Peso seco raiz - Sombra
Source | ddofl ddof2 F p_unc np2
0 Group 3 10.8834911 | 5.70698094 | 0.01343401 | 0.51189018
Diametro basal - Sombra
Source | ddofl ddof2 F p_unc np2
0 Group 3 10.6339852 | 7.66072374 | 0.00523612 | 0.42369903
Peso seco tallo - Sombra
Source | ddofl ddof2 F p_unc np2
0 Group 3 10.6645881 | 5.24917416 0.0179438 0.38881049
Volumen de raiz - Sombra
Source | ddofl H p_unc
Kruskal | Group 3 13.6476935 | 0.00342612
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Nota. Se presentan los resultados de las pruebas de significancia para las variables
morfologicas y de biomasa. Previamente se verificaron los supuestos de normalidad (Shapiro—
Wilk) y homogeneidad de varianzas (Levene). Cuando los supuestos se cumplieron, se aplicd un
ANOVA de Welch; en caso contrario, se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Se
reportan los estadisticos de prueba (F o H), los grados de libertad (ddof), el valor de significancia
(p), y el tamafio del efecto (n? parcial, np?) cuando fue aplicable.

Apéndice 22.

Tablas ANOVA con significancia de clorofilas y carotenoides

Clorofila a - Luz
Source | ddofl ddof2 F p_unc np2
0 Group 3 11.042834 13.8553342 | 0.00046277 | 0.64282606

Clorofila b - Luz
Source | ddofl ddof2 F p_unc np2
0 Group 3 10.9901421 | 11.2434055 | 0.00112315 | 0.62630789

Clorofila total - Luz
Source | ddofl ddof2 F p_unc np2
0 Group 3 11.0513389 | 12.9936351 | 0.00060603 | 0.64039986

Carotenoides - Luz
Source | ddofl ddof2 F p_unc np2
0 Group 3 11.020782 11.6605219 | 0.00095955 0.59009154

Nota. Se presentan los resultados de las pruebas de significancia para las concentraciones
de clorofilas y carotenoides. Tras verificar los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas, se aplic6 ANOVA de Welch o la prueba de Kruskal-Wallis, seglin correspondiera. Se
incluyen los estadisticos de prueba (F o H), los grados de libertad (ddof), el valor de significancia

(p) y el tamafio del efecto (n? parcial, np?).
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Apéndice 23.
Tablas ANOVA con significancia de Carbohidratos totales
Carbohidratos totales - Luz ART ANOVA
Term Df | Df.res Sum Sq Sum Sq.res F value Pr(>F)
Group Group 3 40 3158.166667 6034.916667 | 6.977542726 | 0.000694634
Location Location 1 40 126.75 9064 0.559355693 | 0.458894702
Group:Location | Group:Location 3 40 884.5 8142.666667 |1.448337973 |0.243134356
Carbohidratos totales - Sombra Mixed-ANOVA
Source SS DF1 | DF2 MS F p_unc np2 eps
0 Group 144.3811854 | 3 | 20 | 48.1270618 | 1.44009789 | 0.260839728 | 0.177641509
1 Location 566.5888824 | 1 20 | 566.5888824 | 11.22138464 | 0.003189413 0.35941342 1
2 Interaction 226.79766 3 | 20 | 75.59921999 | 1.497254803 | 0.245753547 | 0.183398972

Nota. Se presentan los resultados del analisis para el contenido de carbohidratos totales.

Dependiendo del cumplimiento de los supuestos y de la estructura de los datos, se empled un

ANOVA de Rangos Alineados (ART ANOVA) o un ANOVA mixto para evaluar los efectos del

tratamiento, la localizacion (6rgano vegetal) y su interaccion. En las tablas, Group corresponde al

efecto del tratamiento, Location al efecto del 6rgano vegetativo (hojas y raices) e Interaction al

efecto conjunto entre ambos factores. Se reportan las sumas de cuadrados (SS), los grados de

libertad (DF), los cuadrados medios (MS), el estadistico F, el valor de significancia (p) y el

tamano del efecto (n? parcial; np?), cuando fue aplicable.
Apéndice 24.

Tablas ANOVA con significancia de Proteinas totales

Proteinas totales - Luz ART ANOVA
Term Df | Df.res Sum Sq Sum Sq.res F value Pr(>F)
Group Group 3 40 1741.166667 7369 3.150435006 | 0.035309883
Location Location 1 40 1680.333333 7479 8.986941213 | 0.00465715
Group:Location Group:Location 3 40 2052.166667 7105 3.851122058 | 0.016387006
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Proteinas totales - Sombra ART ANOVA
Term Df | Df.res Sum Sq Sum Sq.res F value Pr(>F)
Group Group 3 40 2862.166667 6198 6.157183321 | 0.001527474
Location Location 1 40 816.75 8002.333333 | 4.082559254 | 0.050058473
Group:Location Group:Location 3 40 5252.916667 3712.666667 | 18.86484707 | 8.79379E-08

Nota. Se presentan los resultados del andlisis para el contenido de proteinas totales
mediante ANOVA de Rangos Alineados (ART ANOVA), considerando los efectos del
tratamiento, la localizacion (6rgano vegetal) y su interaccion. En las tablas, Group representa el
efecto del tratamiento, Location el efecto del 6rgano vegetativo (hojas y raices) e Interaction la
interaccion entre ambos factores. Se reportan las sumas de cuadrados (SS), los grados de libertad
(DF), los cuadrados medios (MS), el estadistico F y el valor de significancia (p).

Apéndice 25.

Tablas ANOVA con significancia de Flavonoides

Flavonoides totales - Luz Mixed-ANOVA
Source SS DF1 | DF2 MS F p_unc np2 eps
0 Group 13.0670854 | 3 20 | 4.355695134 | 0.38093858 | 0.767801439 0.054052202
Location | 0.016928264 | 1 20 | 0.016928264 | 0.001016435 | 0.974882512 5.08E-05 1
2 Interaction | 217.1055512 | 3 20 | 72.36851707 | 4.345270849 | 0.016385666 | 0.394596395

Flavonoides totales - Sombra Mixed-ANOVA
Source SS DF1 | DF2 MS F p_unc np2 eps
0 Group 67.88281498 | 3 20 | 22.62760499 | 1.38981976 | 0.274895996 0.172509415
1 Location | 117.2317285 | 1 20 | 117.2317285 | 7.132102845 0.014692 0.262865834 1
2 Interaction | 46.59183513 | 3 20 | 15.53061171 | 0.944845917 | 0.437678792 0.124133792

Apéndice 26.

Tablas ANOVA con significancia de Fenoles

Fenoles totales - Luz Mixed-ANOVA

Source SS DF1 | DF2 MS F p_unc np2 eps

0 Group | 66.81885055 | 3 20 | 22.27295018 | 1.19008332 | 0.338779953 | 0.151472724
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1 Location | 87.83657158 1 20 | 87.83657158 | 4.324617472 | 0.050641195 0.177787687
2 Interaction | 233.5181331 3 20 | 77.83937769 | 3.832407466 | 0.025589009 0.365023374
Fenoles totales - Sombra Mixed-ANOVA
Source SS DF1 | DF2 MS F p_unc np2 eps
0 Group 12.90083452 | 3 20 | 4.300278173 | 0.353803109 | 0.786877818 0.050395931
1 Location | 669.0453351 1 20 | 669.0453351 | 25.26010092 6.48E-05 0.558109691
2 Interaction | 40.10667811 3 20 | 13.3688927 | 0.504748425 | 0.683381242 0.070383379

Nota. Se presentan los resultados del ANOVA mixto para el contenido de los metabolitos
evaluados, considerando los efectos del tratamiento, la localizacion (6rgano vegetal) y su
interaccion. En las tablas, Group indica el efecto del tratamiento, Location el efecto del 6rgano
vegetativo (hojas y raices) e Interaction el efecto de la interaccién entre ambos factores. Se
reportan las sumas de cuadrados (SS), los grados de libertad (DF), los cuadrados medios (MS), el
estadistico F, el valor de significancia (p), el tamafio del efecto (n? parcial; np?) y la correccion

de esfericidad ().
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Apéndice 27.
Registro fotografico en vista frontal de las plantulas de copoazu (Theobroma

grandiflorum) previo a la cosecha destructiva, bajo condiciones de luz y sombra

Condicion de SOMBRA
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Nota. Las imagenes muestran las plantulas correspondientes a los tratamientos Control, 5
g, 10 gy 20 g de pulpa de café, organizadas segun la condicion luminica (luz y sombra), antes de
la recoleccion de material vegetal para los analisis morfoldgicos, fisiologicos y bioquimicos.

Apéndice 28.

Registro fotogrdfico en vista superior de las plantulas de copoazu (Theobroma

grandiflorum) previo a la cosecha destructiva, bajo condiciones de luz y sombra

Condicion de LUZ

‘@‘CONIROL
-t d 'L{J

Nota. Las fotografias permiten apreciar la disposicion y el desarrollo del area foliar de las
plantulas pertenecientes a los tratamientos Control, 5 g, 10 g y 20 g de pulpa de café, antes de la

cosecha destructiva y la realizacion de los andlisis experimentales.
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Apéndice 29.
Registro fotogrdfico de las plantulas de copoazu (Theobroma grandiflorum) después de

la cosecha destructiva y el lavado del sistema radical, bajo condiciones de luz y sombra

Condicion de LUZ

CONTROL

Nota. Las imagenes muestran las plantulas de los tratamientos Control, 5 g, 10 gy 20 g
de pulpa de café, organizadas seglin la condicién luminica (luz y sombra), después de la cosecha
destructiva y del lavado cuidadoso de las raices para retirar el sustrato adherido. Este registro
permitié6 documentar y comparar visualmente la arquitectura, la longitud y el volumen del

sistema radical entre los diferentes tratamientos.



