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Resumen y Abstract Vi

RESUMEN

El creciente mercado mundial del cacao ha implicado una creciente preocupacion
por los dafios en la salud de los consumidores debido a la presencia de cadmio
proveniente de material parental del suelo, a la cercania de los cultivos a zonas de
extraccion de minerales y a la utilizacion de fertilizantes fosforados o abonos
organicos. El fitomejoramiento necesita un tiempo mayor al requerido por la Unién
Europea. El estrés por déficit hidrico debido al cambio climatico o a practicas
culturales, se constituye como otra amenaza para el cultivo del cacao en el mundo.
Asi, las acciones por alcanzar los requerimientos de inocuidad del cacao pueden
dificultarse por cuenta del déficit hidrico. La fitoremediacion asistida por HFMA, es
una alternativa posible que ha demostrado la funcionalidad de los HFMA en la
respuesta de las plantas hospederas frente al Cd y al déficit hidrico. No obstante,
estas respuestas son muy variables entre otras, por la variabilidad funcional intra-
especifica de los HFMA limitando su aplicabilidad. Actualmente, no se conocen las
respuestas del cacao inoculado con lineas monospadricas genéticamente diferentes
de HFMA, frente al estrés por déficit hidrico y al Cd, que permitan identificar
genotipos que induzcan respuestas fisiologicas indicadoras de potencial para la
fito-remediacién. En consecuencia, esta investigacion se propuso estudiar el efecto
de diferentes lineas monospoéricas de Rhizophagus irregularis en la respuesta del
cacao al cadmio bajo condiciones de déficit hidrico en condiciones de vivero. Se
evaluaron multiples parametros para conocer las respuestas fisiolégicas de las
plantas a cada estrés de forma independiente y combinada. También se evaluo el
efecto de la inoculacién con un genotipo de HFMA comercial, asi como de
diferentes lineas monospoéricas provenientes de cultivo monoxénico. Se
encontraron diferencias funcionales entre las lineas monospéricas evaluadas y se
identificaron las que indujeron las respuestas mas y menos favorables de las
plantas a estrés por déficit hidrico y por Cd, que de forma interesante fueron las
mismas para cada estrés. Los resultados obtenidos revisten una alta relevancia
porque hacen posible considerar oportunidades para estudios de mejoramiento
geneético para tolerancia a estrés a partir de busqueda y seleccion de genotipos del

hongo simbionte y no solamente de la planta hospedera.
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Abstract

The growing world market of cocoa has implied a growing concern about damages
in the health of consumers due to cadmium coming from parental material of the
soil, to the proximity of the crops to zones of extraction of minerals and to the use
of fertilizers phosphorus or organic fertilizers. Plant breeding needs a longer time
than that required by the European Union. Water deficit stress due to climate
change or cultural practices constitutes another threat for cocoa cultivation in the
world. Thus, actions to meet the requirements of cocoa safety can be complicated
by the water deficit. The phytoremediation assisted by HFMA, is a possible
alternative that has demonstrated the functionality of HFMA in the response of host
plants against Cd and water deficit. However, these responses are very variable
due to the intra-specific functional variability of HFMA among others, limiting its
applicability. Currently, responses of cocoa inoculated with genetically different
single spore lines of AMF fungi are not known, when subjected to water deficit and
Cd stress, which allow the identification of genotypes that induce physiological
responses with potential for phyto-remediation. Consequently, this research aimed
to study the effect of different single spore lines of Rhizophagus irregularis on
response of cocoa to cadmium under conditions of water deficit in nursery
conditions. Multiple parameters were evaluated to know the physiological
responses of plants to each stress independently and in combination. The effect of
inoculation with a commercial HFMA genotype was also evaluated, as well as
different single spore lines from monoxenic culture. Functional differences were
found between the single spore lines evaluated and those that induced the most
and least favourable responses of plants to water deficit and Cd stress were
identified, which interestingly were the same for each stress. The results obtained
are highly relevant because they make it possible to consider opportunities for
studies on genetic improvement for tolerance to stress by searching and selecting

genotypes from the symbiotic fungus and not only from the host plant.
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1. Int roducci - n

El cacao es ampliamente valorado en el mundo por su calidad nutricional (Rucker
2009; ICCO 2015) y de hecho se predice que el mercado global del chocolate,
subproducto del cacao, se duplicara en el afio 2025 con respecto al 2015
(Stanisljevic 2018). Sin embargo, en analisis recientes, se ha encontrado que el
chocolate, que es ampliamente consumido en paises europeos, especialmente por
la poblacién infantil, tiene concentraciones de cadmio que podrian tener un efecto
acumulativo en los consumidores causando dafios en su salud relacionados con
cancer y mal funcionamiento renal (European Food Safety Authority 2009, 2012,

European Commission 2018).

Por esta razén, se han incluido limites a las concentraciones de cadmio en el grano
(ICCO 2012). Asi, la Comision Europea publicé la modificacién de la regulacion
oficial (EC) No. 1881/2006 ajustando los limites maximos de cadmio en productos
alimenticios y fijando la fecha limite para su cumplimiento en el afio 2019 (European
Commission 2013). De igual forma el Comité del Codex sobre Contaminantes de
los Alimentos de la FAO/OMS, present0 las propuestas de niveles maximos para
el cadmio en el chocolate y productos derivados (INVIMA 2017). En conjunto,
dados los limites impuestos, se prevé un impacto mundial en el comercio del cacao
(Pipitone 2012).

En Colombia, se han determinado concentraciones promedio de 4, 07 partes por
millén (ppm) en chocolates nacionales con alto porcentaje de cacao, lo que supera
los limites establecidos por el Codex Alimentarius (2,0 mg/kg) y la Union Europea
(0,8 mg/kg) (Echeverry and Reyes 2016).

En algunas zonas productoras de cacao en Santander (Colombia) se han
encontrado concentraciones de cadmio hasta de 12 ppm en suelos y en granos de
cacao (Castilla 2009; Gonzalez 2010; Martinez and Palacio 2010). No obstante,

estos valores podrian variar dependiendo la estacionalidad de las lluvias, siendo
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mayores en época seca (Huamani-Yupanqui et al. 2012) lo que sugiere una posible

combinacion de estreses: el hidrico y el debido a la presencia de cadmio.

El cadmio es un metal pesado que se encuentra normalmente en el ambiente pero
cuya concentracion ha aumentado en los ultimos 100 afios debido a actividades
antropicas como la mineria y el uso de combustibles fésiles. De forma particular,
en los suelos agricolas, la presencia de cadmio se ha relacionado con el material
parental del suelo, la cercania de los cultivos a zonas de extraccion de minerales y

con la utilizacién de fertilizantes fosfatados o abonos orgénicos (Mclaughlin 2016).

En Colombia, los principales suelos cacaoteros tienen cadmio de origen natural,
debido a que son de origen sedimentario que contienen mantos de carbén con
trazas de metales pesados que, al estar debajo del suelo arable como roca madre,
transfieren el cadmio hacia la superficie (Gonzalez 2010; Martinez and Palacio
2010; Rodriguez 2017).

Otro factor que determina la comercializaciéon del cacao es su produccion. La
produccién del cacao en el mundo se ha caracterizado por los rendimientos bajos
e inestables (Clough et al. 2009; FAOSTAT 2018) a pesar de la demanda creciente
gue se proyecta para los afios futuros (Anga 2012; Stanisljevic 2018). En los
lugares de mayor siembra de cacao en el mundo como Costa de Marfil o Malasia,
el cacao esta siendo sembrado de una forma que disminuye la cobertura vegetal
de los bosques (Clough et al. 2009).

La limitacién en la disponibilidad de zonas boscosas para el establecimiento inicial
del cacao, la falta de establecimiento de cultivos comerciales que puedan proveer
sombra a las plantas de cacao durante su establecimiento inicial y el aumento
mundial en la demanda de cacao, hacen que los productores siembren en zonas
marginales a libre exposicion sometiendo a las plantas a déficit hidrico (L&derach
et al. 2013). Asimismo, se calcula que en los proximos afios, como consecuencia
del cambio climatico, se presente una disminucion en los rendimientos del grano
desde un 40% (Lau et al. 2013) hasta un 89% (Gateau-Rey et al. 2018).
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En Colombia, la Federacion Nacional de Cacaoteros (Fedecacao) fomenta la
siembra de cacao bajo sistemas agroforestales (Fedecacao 2012), sin embargo,
debido a la existencia de amplias zonas aptas para el cultivo de cacao que pueden
0 no tener cobertura de bosque (Garcia Lozano et al. 2005), a que se encuentra un
amplio rango de sistemas de cultivo desde agroforestal y sotobosque hasta libre
exposicion sin sistemas de riego y a que el cacao tiene mayores rendimientos
potenciales cuando es sembrado a libre exposicion; es posible encontrar este
cultivo no solo en sistema agroforestal y en sotobosque sino también a libre
exposicion con rendimientos habitualmente bajos por falta de sistemas de riego

(Gobernacion de Casanare 2008; Carr and Lockwood 2011).

En conjunto, este panorama sugiere que, a nivel global y nacional, las acciones
para alcanzar los requerimientos de inocuidad del cacao pueden dificultarse por
cuenta del déficit hidrico causado por el cambio climatico y/o por los manejos
culturales. Ademas, teniendo en cuenta que el cadmio es toxico para las plantas,
es necesario evaluar los efectos combinados de varios estreses sobre las plantas,
en suelos contaminados con el proposito de disefiar estrategias futuras de fito-
remediacion (Rajkumar et al. 2012, 2013).

Se ha encontrado que los metales pesados normalmente agravan los efectos del
déficit hidrico en el crecimiento vegetal y viceversa (Suzuki et al. 2014). Por
ejemplo, la disminucion del crecimiento debido al déficit hidrico puede inducir un
aumento en la concentracion de cadmio en los tejidos (Xia et al. 2015). Los efectos
de estos estreses pueden también ser aditivos, de hecho existe una similitud de las
respuestas a los dos estreses a nivel oxidativo y de absorcion de agua (Greco et
al. 2012). Esta similitud también se ha observado en los efectos positivos de la pre-
exposicion al déficit hidrico y al cadmio en la subsecuente exposicidn a estrés
salino (Ellouzi et al. 2013). Adicionalmente, los efectos del déficit hidrico y la
acumulacion de cadmio varia con el tejido, el cultivar, y el estado de desarrollo de

las plantas (Xia et al. 2015).

Frente a la acumulacion de metales pesados y al déficit hidrico, se ha propuesto

implementar procesos de fitomejoramiento (Gallego 2018) que pueden gastar entre
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9 y 18 afos en el caso del cacao (Glendinning 1966; Zhang et al. 2011). En
contraste, la Unién Europea (UE) demando un plazo practicamente inmediato para
implementar tecnologias que disminuyan las concentraciones de cadmio en el
cacao. Asi, la fito-remediacion se presenta como una alternativa mas rapida,
relativamente econdmica y ambientalmente aceptada (Kirkham 2006; Lingua et al.
2008).

En estudios recientes se ha encontrado que los hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA) son importantes en los procesos de fito-remediacion o mejor
llamadosd e fAmi ti gaci - no, pue sextpaaciénd eantrivaivanee nt ar |
inmovilizacién de metales pesados. Esta diferencia funcional en la fito-remediacion
ha sido atribuida al efecto de diferentes especies o accesiones de hongos utilizados
(Miransari 2011). No obstante, en sistemas agricolas como los cultivos de cacao,
no se conoce el potencial de uso de esta asociacion que depende de la respuesta
fisiologica de la especie al estrés por Cd y a la especificidad funcional que sustente

con el hongo FMA.

La respuesta fisiologica de las plantas al estrés por Cd estd estrechamente
relacionada con su potencial para la fito-remediacion. Segun Lin and Aarts (2012)
y Garg et al. (2017), las plantas sensibles a los metales pesados permiten su
absorcidén y carecen de mecanismos para contrarrestar sus efectos nocivos (no
Utiles en fito-remediacion), las plantas resistentes-exclusoras no permiten la
absorcion de metales pesados (Utiles en fito-estabilizacion), las plantas tolerantes
no hiperacumuladoras, permiten la absorcion de metales pesados pero no la
translocacion eficiente a la parte aérea de la planta (Gtiles en fito-estabilizacion) y
finalmente las plantas tolerantes hiperacumuladoras, permiten la absorciéon de
metales pesados y su translocacién a la parte aérea de la planta (Utiles en fito-

extraccion).

De otra parte, se ha reportado alta especificidad funcional en la simbiosis
micorricica arbuscular (MA), lo que implica alta variabilidad en las respuestas
observadas debido al genotipo del hongo, al genotipo de la planta y a las

condiciones experimentales (ambientales) (Koltai and Kapulnik 2010). Por ejemplo,
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en una extensa revision sobre el efecto de los HFMA en la fito-
remediacion/mitigacion de metales pesados, se encontré6 que el 33% se los
resultados se asociaron con fito-estabilizacion, el 33% con fito-extraccion, el 33%
con efectos variables fito-estabilizacién/fito-extraccién) y el 1% con ausencia de

efecto (Fernandez y Rodriguez, en diagramacion).

De forma similar, ahora es bien sabido que los HFMA se constituyen como una
alternativa de mitigacion del estrés por déficit hidrico en plantas (Augé 2001, 2004;
Ruiz-Lozano et al. 2006; Wu and Zou 2017), especialmente ante el escenario actual
de cambio climético (Seckbach and Grube 2010). No obstante, son pocos los
estudios que evalltan el efecto de HFMA en la tolerancia frente al déficit hidrico en
sistemas agricolas como los cultivos de cacao (Chibuike and Daymond 2015),

aunque la planta es considerada como micotrofica (Cuenca and Meneses 1996).

Las variaciones en las respuestas observadas pueden ser atribuibles a factores
genéticos o ambientales. Dentro de los factores genéticos se encuentran las
variaciones entre especies de plantas (Rivera-Becerril et al. 2002), entre genotipos
de plantas de la misma especie (Malcova and Gryndler 2003; Leung et al. 2010a),
entre especies de HFMA (Hassan et al. 2013) entre aislamientos diferentes de la
misma especie de hongo FMA (Kaldorf et al. 1999; Redon et al. 2009), o diferencias
en los factores ambientales como variaciones en el pH (El-Kherbawy et al. 1989),
la nutricion (Ultra et al. 2006), la interaccion con otros microorganismos (Redon et
al. 2009), concentracion del metal pesado (Chen et al. 2003) o estrés por déficit
hidrico (Leung et al. 2010a).

Es importante resaltar dos fuentes de variaciones mencionadas, por cuanto no han
sido exploradas suficientemente. La primera es la variaciéon intra-especifica de
HFMA. Varias investigaciones han mostrado resultados favorables en fito-

remediacion/mitigacion utilizando aislamientos de HFMA provenientes de zonas

contaminadas por metales pesados ( Janougkov§g§ et al . 2005;

2006) probablemente porque estos aislamientos han adquirido tolerancia
adaptativa (Sanchez Viveros et al. 2004). Sin embargo, recientemente se ha

demostrado que existe segregacion en aislamientos del HFMA R. irregularis
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(Sanders and Croll 2010; Angelard and Sanders 2011) y que las lineas
monosporicas producidas durante este proceso varian en cuanto a su efecto sobre
la acumulacién de biomasa de sus plantas hospederas (Angelard et al. 2010;
Ceballos Rojas 2016).

Esta especie de hongo ha sido utilizada en varias investigaciones de fito-
remediacion/mitigacion (Fernandez y Rodriguez, en diagramacion), pero no se ha
reportado investigacion alguna sobre la variacion de la respuesta de fito-
remediacion/mitigacion, entre lineas monosporicas de esta especie ni se han
realizado estudios para la obtencion de lineas genéticamente diferentes a partir de
suelos contaminados. No obstante, esta especie es particularmente interesante
porque, a diferencia de otras especies de HFMA, se ha convertido en un modelo
de estudio a causa de que su genoma ha sido secuenciado completamente
(Tisserant et al. 2013) y de que puede ser producido de forma eficiente bajo
condiciones in vitro (Bécard and Fortin 1988) lo que, sumado a su capacidad de
segregacion, abre la posibilidad de realizar procesos de mejoramiento genético
(Sanders 2010; Orrell and Bennett 2013) dirigidos, entre otros, hacia la fito-

remediacion/mitigacion.

La segunda variacién es la debida al efecto del déficit hidrico. Es posible esperar
una gran influencia de los estreses climéaticos (como la disminucion de humedad
en el suelo debido al calentamiento global), en los procesos de fito-remediacion
(Rajkumar et al. 2012, 2013), sin embargo, son pocos los reportes que indagan
por su efecto sobre la tolerancia a ambos estreses de forma combinada (Rajkumar
et al. 2012) y no se registran reportes para el caso especifico de cacao. A saber,
s6lo se ha reportado la interaccion negativa entre la disponibilidad de agua en el
suelo con respecto a la fito-extraccion en Pteris vittata y Cynodon dactylon (Leung
et al. 2010a).

Finalmente, en consideracion a lo anteriormente expuesto la pregunta de
investigacion que se aborda en este estudio es ¢ocurre variacion en la respuesta
fisiol6gica de plantas de cacao sometidas a estrés por cadmio y a déficit hidrico,

cuando son inoculadas con diferentes lineas de R. irregularis?.
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2.1 Objetivo general

Estudiar el efecto de diferentes lineas monospoéricas de Rhizophagus irregularis en la

respuesta del cacao al cadmio bajo condiciones de déficit hidrico en vivero.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar la respuesta fisioldgica de plantas de cacao inoculadas con HFMA, cuando

son sometidas a déficit hidrico en vivero.

Estudiar la dinamica del Cd y su efecto fisiolégico en el sistema sustrato-HFMA-planta en

vivero.

Determinar la respuesta fisiolégica de plantas de cacao inoculadas con diferentes lineas

monospdéricas de R. irregularis, frente al Cd y al déficit hidrico, en vivero.
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3.1 El cacao

El cacao es un arbol semi-caducifolio propio del piso inferior de la selva himeda tropical
gue alcanza una altura entre 12 y 20 metros en condiciones naturales y entre 4 y 8 metros
en condiciones de cultivo con un sistema radical pivotante que alcanza una profundidad
entre 1,2 y 2 metros (Carr and Lockwood 2011; Dostert et al. 2012).

Theobroma pertenece a la familia Malvaceae, subfamilia Sterculioideae (antes
Sterculiacea) y comprende 22 especies en seis secciones (Whitkus et al. 1998) de las
cuales Theobroma cacao es la especie mas conocida (CacaoNet 2012). Tradicionalmente,
el cacao se ha clasificado de acuerdo a la percepcion de su calidad fisica y sensorial y
caracteristicas botanicas asociadas, aunque de manera imperfecta (ICCO 2013). Esta
clasificacion incluye a tres grupos: criollos, forasteros y trinitarios. No obstante, la literatura
botanica sistematica solo reconoce paralelamente dos subespecies dentro de Theobroma
cacao: Theobroma cacao L. subsp. cacao y Theobroma cacao L. subsp. sphaerocarpum
(Chev.) que corresponden a los grupos genéticos principales criollo (de América Central)
y forastero (de América del Sur), respectivamente (Motamayor et al. 2008; Dostert et al.
2012; Yee et al. 2018). Recientemente, Motamayor et al. (2008) han propuesto una nueva
clasificacion que diferencia 10 grupos genéticos: Marafion, Curaray, Criollo, Iquitos, Nanay,

Contamana, Amelonado, Puras, Nacional y Guayana.

Es considerada una planta hidro-mega-terma, debido a que requiere altas temperaturas y
humedad relativa (HR), con oscilaciones minimas de ambos factores (Fedecacao 2009;
CEPLAC 2012). EI rango de temperatura se encuentra entre 18 y 32°C con mejor
desarrollo entre 24 a 28 °C (Fedecacao 2012). Las temperaturas minimas medias son de
186 21 °C, las maximas de 300 32 °C (Dostert et al. 2012). El arbol de cacao requiere HR
mayor a 75% y precipitaciones que oscilan entre 1500 y 3000 mm (Fedecacao 2004), con
un mejor desarrollo en el rango entre 1800 y 2600 mm con distribucion uniforme a lo largo
de todo el afio (Fedecacao 2009; Dostert et al. 2012).
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A nivel edéfico, el cacao requiere una profundidad efectiva del suelo de 1,5 m para que la
raiz pivotante y todo el sistema radicular pueda formarse bien (Fedecacao 2004; Dostert
et al. 2012). Las plantas de cacao toleran un pH de 5.00 7.5 (6ptimo 6.58 7.5) en suelos
idealmente permeables arcillo-arenosos, con 50% arena, 300 40% arcilla, 18 2 % limo y
una proporcién relativamente alta de materia organica (> 3.5%). Para una disponibilidad
de fésforo de al menos 8 ppm y una concentracion suficiente de nutrientes como calcio (8
ppm), potasio (0.24 ppm) y magnesio (2 ppm), relaciones de nutrientes ser C:N de >9 y
una relacion N:P de 1.5 (Dostert et al. 2012).

Las plantas de cacao son mas sensibles a algunos estreses abidticos que otros cultivos
tropicales. Tienen una tolerancia baja a la sequia, al anegamiento y a los vientos fuertes
(Dostert et al. 2012). Recientemente se ha determinado que la cantidad de luz como un
factor adicional importantes que influencian los montos de cosecha por su relacion con la

tasa fotosintética y la respiracion (Muller and Valle 2012).

En Colombia, se cultiva cacao desde la época de la Colonia, especialmente por pequefios

propietarios (3,3 ha en promedio) que actualmente abarcan mas 30.000 familias

(Fedecacao 2009, 2013).En e | 2016, en Col ombia hab2a sembrad

de cacao, con una produccién anual de 87.266 Ton y un rendimiento de 0,53 Ton/ha. El
promedio hist-rico desde 1987 hasta 2016
produccion fue de 59,384Ton al afio y para rendimiento fue de 0,50 Ton/ha, con una tasa
de crecimiento de 0,4 % en epr@deacicoseyg
los rendimientos (Agronet, 2019).

A nivel mundial hay un estimado de seis millones de productores de cacao (ICCO 2015) (3
ha en promedio) (CacaoNet 2012)con un area mundial destinada al cultivo de 9.915.969
ha que producen 4,6 millones de toneladas con rendimientos promedio de 4,6 t/ha
(FAOSTAT 2018).

En términos generales, El 75% de los granos de cacao seco que se comercializan hoy en
el mundo provienen de Africa Central y Occidental, el 12,2% se produce en el Sureste
asiatico y Oceania, y América aporta el 13%. El mayor productor individual es Costa de
Marfil (1,51 millones de toneladas), seguido de Ghana (1,025 t), Indonesia (440000 t),
Nigeria (240000 t), Cameran (229000 t) y Brasil (200000 t) (ICCO 2015).
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Los paises que reportan mayor consumo son Estados Unidos, (800 mil toneladas) seguido
de Alemania, Francia y Reino Unido y el mayor consumo por persona se presenta en
Europa con cerca de 2 Kg al afio por persona (Bélgica y Luxemburgo con 5,4y 4,5 Kg por
persona afio), seguido por el continente americano (1,3 Kg afio) (Aranzazu et al. 2009;
Fedecacao 2013).
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3.2 El cadmio

El cadmio es considerado como uno de los elementos traza méas toxicos en el ambiente
(Page et al. 1987; Nordic Council of Ministers 2003) porque ademas de su naturaleza
ubicua( Fi | i p,itidne e2eBtds 2o)icos en plantas (Siedlecka A 1996) y carcinogénicos,
embriotoxicos, teratogénicos, y mutagénicos en humanos (Byrne et al. 2009; Joseph 2009;
Fil i piyanidaked Kirkham 2006).

El cadmio en los suelos agricolas se presenta a partir de fuentes naturales y antrépicas.
Las concentraciones de cadmio en suelos agricolas dependen parcialmente de las
cantidades presentes en la roca madre de las que se forma el suelo (Page et al. 1987;
Robson et al. 2014). Se ha estimado que la concentracién natural promedio de cadmio en
la litésfera es de 0.098 mg.kg™* (Han 2007). Las rocas sedimentarias contienen mayores
concentraciones de cadmio que las igneas o metamaorficas y en consecuencia, se cree que
suelos recientes derivados de roca sedimentaria, como los presentes en muchas regiones
de Colombia, podrian tener mayores concentraciones de cadmio que las derivadas de

rocas igneas o metamoérficas (Page et al. 1987).

Por su parte, los suelos agricolas estan continuamente expuestos al cadmio por la
aplicacion de lodos y particularmente fertilizantes fosfatados (140 mg Cd.kg™* P (European
Commission 2000), que elevan las concentraciones de cadmio en cultivos y en suelos
hasta 20 veces (Mann et al. 2002; Bonomelli et al. 2003).

Se estima que el rango de liberacion de cadmio a los suelos se encuentra entre 9,9 y 45
toneladas aproximadamente cada afio en el mundo (Kabata-pendias and Pendias 2001;
Han 2007). En el suelo, el cadmio puede combinarse con otros elementos y formar
compuestos tales como cloruros, oxidos y sulfuros, los cuales se unen fuertemente a las
particulas del suelo permaneciendo en él entre 15y 30 afios (Maruthi et al. 2005; Dharma-
wardana 2018). Asi, una concentracién de cadmio en los suelos entre 0 y 1 mg-kg* se
considera normal, entre 1 y 3 mg.kg? se considera ligeramente contaminado y de 3 mg.kg

! en adelante se considera contaminado (Irfan et al. 2013).



No obstante, la disponibilidad del metal en el suelo, mas que su concentracion total, es la
principal preocupacion, porque la concentracion disponible es un indicador de la cantidad
disponible para la absorcién de la planta (Davis 1984; Kirkham 2006). Los factores que
afectan la biodisponibilidad de los metales incluyen: 1) el pH del suelo y potencial redox,
2) las propiedades quimicas del metal, 3) las propiedades biolégicas del suelo, y 4) el clima
(Fischerova et al. 2006; Mclaughlin 2016).

Las raices son la principal via a través de la cual el cadmio entra a la planta (Ge et al.
2012). Esta absorcion de cadmio puede ocurrir como complejos inorganicos de CdCI*,
CdCl,, CdSO4 o como complejos organicos tales como los fitometaloforos (Irfan et al.
2013). La absorcion de cadmio a través de la membrana plasmética de las células de la
raiz se controla por las diferencias en el potencial electroquimico entre la actividad de Cd?*

en el citosol y la del apoplasto de la raiz (Song et al. 2017).

No se ha reportado un mecanismo especifico de absorcién o transporte de cadmio (Irfan
et al. 2013) por lo que se considera que el cadmio puede utilizar los mismos
transportadores usados para la absorcién de nutrientes vegetales esenciales (Mendoza-
Cozatl et al. 2011). Adicionalmente, el cadmio puede penetrar utilizando transportadores
de otros metales tales como Ca?*, Cu?* Fe?'y Zn?*." (Clemens et al. 2002; Irfan et al. 2013).
Es por esto que el cadmio es un potente antagonista de otros cationes como Zn y Cu; por
ejemplo, en cacao, el cadmio afecta la absorcion de Zn, Mn y Fe (Cryer and Hadley 2012).

Las concentraciones de cadmio en los cultivos de la cadena alimentaria varian entre y
dentro especies. Las investigaciones conducidas en el pasado han demostrado que las
variaciones observadas son debidas a diferencias en las concentraciones de cadmio
presentes en el suelo, diferencias en las condiciones de crecimiento entre las regiones
donde los cultivos crecen, en la estacion de crecimiento, diferencias en los cultivares de
un cultivo particular, y diferencias en las propiedades fisicas y quimicas del suelo (Page et
al. 1987; Mclaughlin 2016). De igual forma, existen variaciones en las concentraciones de
metales pesados entre 6rganos de la misma planta (Moral et al. 1994; Ramtahal et al.
2016), por ejemplo, la planta de cacao absorbe ligeramente los metales pesados que
existen por naturaleza en los suelos y los concentra en sus semillas (Augstburger et al.
2000; Arévalo-Gardini et al. 2017).
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3.3 Estrés por Cd en las plantas

El cadmio produce varios tipos de efectos en las plantas que estan sometidas a este metal
pesado. La literatura refiere efectos como los hormonales y los enziméaticos (Seregin and
Ivanov 2001). A nivel hormonal, se ha demostrado en varias plantas que hay un aumento
en la concentracién de acido jasmonico, de etileno (Irfan et al. 2013), de ABA (Hsu and

Kao 2008), y de acido salicilico (Lopez-Climent et al. 2011).

A nivel bioquimico, el cadmio restringe el metabolismo primario, particularmente a nivel de
las enzimas del ciclo de Krebs y de la fotosintesis (Irfan et al. 2013). Este efecto obedece
a la modificacion en la funcionalidad de las enzimas debido a la modificacion de su

estructura nativa o de la sustitucidon de un elemento esencial (Miransari 2011).

Otras respuestas relacionadas con el efecto del cadmio en la fotosintesis incluyen
alteraciones en la division y expansion del cloroplasto, dafio la forma del organelo y en la
disposicién del sistema tilacoidal, variaciones en la relacion clorofila/carotenoides y efectos
negativos en el proceso de fijacién de carbono e intercambio gaseoso (Andrade et al. 2010;
Irfan et al. 2013; Hussain et al. 2019). Adicionalmente, el cadmio ha sido relacionado con
alteraciones en el estado hidrico de las plantas (Seregin and Ivanov 2001).
Consecuentemente, estos dafios en los procesos fotosintéticos y en el estado hidrico
causan aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) en tejidos

fotosintéticamente activos (Siedlecka A 1996).

Uno de los principales efectos del cadmio en las plantas es el estrés oxidativo causado por
el aumento en la produccion de ERO y la disminucién de la capacidad antioxidante debido
a la inhibicibn de enzimas antioxidantes lo que produce peroxidacién de lipidos,
desintegracién de membranas, aumento en la permeabilidad membranal, degradacién de
acidos nucleicos, y eventualmente la muerte celular (Liu et al. 2011; Ge et al. 2012;
Grobelak et al. 2019).

A nivel de crecimiento, el cadmio produce aberraciones de la mitosis causando inhibicion
de la proliferacion y division celular en meristemos lo que trae como consecuencia el
retraso en el crecimiento de la parte aérea y especialmente de la raiz, por lo que se
considera como el primer sintoma macroscoépico de toxicidad por cadmio en las plantas
(Seregin and Ivanov 2001; Shah et al. 2019).



Otros sintomas de toxicidad por cadmio incluyen clorosis, necrosis, enrojecimiento de las
venas y sintomas de deficiencia de nutrientes esenciales, especialmente Fe, Zn, Mn, Cu,
P, K, Ca, Mg y S porque disminuye su absorcion lo que, en algunos casos, es debido a su
competencia por similitud de caracteristicas quimicas con el cadmio o a inhibicién de
enzimas relacionadas con la asimilacion de nutrientes (Lin and Aarts 2012; Irfan et al. 2013;
Hussain et al. 2019).

Las plantas pueden responder de varias formas a la presencia de cadmio en el sistema.
Entre estas respuestas estan la inmovilizacion, la exclusién citoplasmatica, la sintesis de
glutationa, fitoquelatinas y metalotioneinas, la compartimentalizacion y la disminucién del

estrés oxidativo.

La inmovilizacion se presenta principalmente a nivel de la raiz; alli, por cuenta de la gran
cantidad de cargas negativas presentes, el cadmio puede ser inmovilizado por la pared
celular y por carbohidratos extracelulares (mucilago y calosa) (Sun et al. 2013; Huybrechts
et al. 2017). La glutationa (GSH) contribuye al mantenimiento del potencial redox a través
de la oxidacion reversible de su grupo tiol. Las fitoquelatinas (PC) se sintetizan en
respuesta a la presencia de cadmio. Su funcién se basa en la formacion de complejos,
particularmente entre los grupos tiol y el Cd para evitar que este circule de forma libre
dentro del citoplasma (Sun et al. 2013). Tanto la GSH como las FC son péptidos
compuestos principalmente por glutamina y cisteina. De hecho, las FC son sintetizadas a
partir de la adicion continua de GSH acompafiada de la exclusion de glicina por parte de
la enzima Fitoquelatina Sintetasa. Las metalotioneinas son proteinas con alto contenido
de cisteina que, al contener grupos tiol, confiere la capacidad de quelacion de metales y

proteccion frente a estrés oxidativo.

La exclusion citoplasmatica consiste en facilitar que el cadmio salga del citoplasma a través
de la sintesis de proteinas transportadoras que facilitan su salida de este hacia el apoplasto
o la vacuola (Brunetti et al. 2015; Lu et al. 2017; Song et al. 2017). Este ultimo fenémeno
se denomina compartimentalizacién vacuolar o secuestro de cadmio. Esto también evita
la libre circulacion del cadmio en el citoplasma. De hecho, los complejos Cd?*-PC y se
transportan en contra de gradiente a través del tonoplasto hacia la vacuola a través de
transportadores especificos. EI cadmio libre también puede ingresar a la vacuola a través
de un antiporte Cd?*/2H*. Una vez en la vacuola el cadmio es quelatado por citrato,

oxalacetato o malato.
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La disminucion del estrés oxidativo esta determinada por la sintesis de moléculas y
enzimas antioxidantes (Huybrechts et al. 2017). Las moléculas de mayor importancia son
la GSH y el ascorbato, en tanto que las enzimas con actividad antioxidante son la
superdxido dismutasa (SOD), la catalasa y la ascorbato peroxidasa. Estas Ultimas
contribuyen a la reduccién de las especies libres de oxigeno a través de su reduccién

secuencial para disminuir el dafio potencial en el ADN, en proteinas y en membranas.

3.4 El estrés por déficit hidrico en la agricultura

Actualmente, la escasez de agua es un factor comin en el mundo y se espera que el
cambio climético acelere la severidad de los episodios de déficit hidrico (Omirou et al.
2013), en especial, por el incremento en la concentracibn atmosférica del CO, que

posiblemente se duplicara en el préximo siglo (IPCC 2001, Li et al. 2017).

En este escenario, el uso del agua para la agricultura es limitado (Omirou et al. 2013
produciéndose un aumento de las areas afectadas por el déficit hidrico, lo que causa
pérdidas importantes en los cultivos, reduciendo los rendimientos promedio en mas de un
50% (Maggio et al. 2000; Zlatev and Yordanov 2005; Aradjo 2015). Este efecto en la
agricultura se debe a que el déficit hidrico es el estrés abidtico que mas afecta el

crecimiento y desarrollo de las plantas (Yang et al. 2008).

En las plantas, el agua cumple un papel preponderante por diferentes razones. Su caracter
polar le confiere la posibilidad de disolver y movilizar iones y metabolitos organicos (Taiz
and Zeiger 2010). De igual forma, es esencial para el transporte de nutrientes,
carbohidratos y hormonas (Marschner 2011). Tiene un papel estructural tanto en la
integridad de la membrana plasmatica como en la presidon de turgor (1 ~ 5Mpa) gue genera
a nivel celular y que permite la expansion celular y el soporte en plantas herbaceas
(Kirkham 2005; Bacelar et al. 2012).

El estrés por déficit hidrico tiene efectos a diferentes niveles. A nivel fisiol6gico, hay
cambios en la turgencia y en el potencial hidrico, lo que causa variaciones en la
conductancia estomatica, reduce la difusién, la absorcion y el transporte de nutrientes
desde la raiz a la parte aérea debido a la disminucion en la tasa de transpiracion, al dafio
en el transporte activo y a la alteracion de la permeabilidad de las membranas (Sardans et

al. 2007), también hay disminucion en las concentraciones internas de CO- y por lo tanto,
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menor actividad de carboxilacion en la fotosintesis (Castro et al. 2015; Pirovani et al. 2017).
A nivel bioquimico, disminuye la actividad fotoquimica de la fotosintesis, la respiracion, la
translocacion de asimilados, la actividad de rubisco y se modifican las concentraciones de
metabolitos secundarios asociados con el estrés (Jaleel et al. 2008). A nivel molecular,
varios genes se expresan, principalmente los asociados a la sintesis de 4cido abscisico y
de proteinas especificas de respuesta al estrés (Yoshida et al. 2014). Consecuentemente,
y como resultado de la intensidad o duracion del déficit hidrico, las respuestas de las
plantas en términos de crecimiento, puede ser severamente afectado (Tardieu et al. 2011).

Las adaptaciones de las plantas al estrés por déficit hidrico se pueden clasificar en escape,
evasion y tolerancia. El escape consiste en la capacidad de la planta de completar su ciclo
de vida en un periodo de tiempo en el que no se presenta la sequia (Farooq et al. 2012),
asi las plantas pueden tener un desarrollo fenolégico rapido o una dormancia extendida
(Nilsen and Orcutt 1996). La evasion consiste en una serie de mecanismos dirigidos a
mantener el potencial hidrico alto y por lo tanto de posponer la deshidratacion (Bacelar et
al. 2012); asi, las plantas pueden disminuir la conductancia estomatica, disminuir el area
foliar, moderar la temperatura foliar, incrementar la densidad, profundidad y conductividad
de raices. La tolerancia implica mecanismos que permites la sobrevivencia de la planta
manteniendo un potencial hidrico bajo; asi, las plantas pueden realizar ajuste osmético,
aumentar o disminuir el modulus elasticus y disminucién del volumen celular y de
plasmodesmos (Nilsen and Orcutt 1996). Por otra parte, se considera que la verdadera
resistencia al estrés por déficit hidrico se presenta en las plantas cultivables que son
capaces de mantener altos rendimientos aun en condiciones de restriccién en el suministro

de agua (Farooq et al. 2012).

3.5 El estrés combinado: Cadmio y déficit hidrico

En la naturaleza, las plantas estan sometidas a una combinacién de estreses, los
cuales pueden suceder de forma simultanea o en diferentes momentos a lo largo
del ciclo de vida (Ellouzi et al. 2013). De hecho, se considera que los estudios de
estreses combinados son mas realista que aquellos enfocados en estreses

individuales, sin embargo, estos ultimos son mas abundantes en razén a que
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permiten un manejo estadistico y una interpretacion mas sencilla (Nilsen and Orcutt
1996).

Se han desarrollado varias investigaciones que estudian de forma particular el
efecto combinado del cadmio y del déficit hidrico. A pesar de no haber un niumero
abundante de estos estudios, el interés por este tema ha venido creciendo en los
Ultimos afios, justamente motivado en su uso potencial en procesos de fito-
remediacion (Azizian et al. 2013). En general, se ha encontrado que en las primeras
etapas de crecimiento en ciclos de vida cortos, el déficit hidrico puede reducir la
translocacién de Cd hacia la parte aérea de la planta; sin embargo, cuando se
consideran periodos de tiempo mayores, esta respuesta inicial puede cambiar (Liu
et al. 2017).

Un aspecto interesante de la interaccion entre estos dos estreses radica en que
hay mecanismos de respuesta de las plantas a estos dos estreses que parecen
converger. Oono et al. (2014) determinaron que la sefalizacién del estrés por
cadmio controla la expresion de genes en las vias de sefalizacion del estrés por
déficit hidrico en estrés. Los autores sugieren que las respuestas al Cd en el arroz,
han sido desarrolladas como resultado de adaptacién a otros estreses.De hecho,
actualmente se ha acufiado los términos i memor i a del nAe ot
c r u z aldemd@neno por el cual la pre-exposicion de una planta a un estrés, por
ejemplo, al déficit hidrico, al cadmio o a la salinidad, resulta en un menor estrés
oxidativo en la subsecuente exposicién a la salinidad (Ellouzi et al. 2013). De
hecho, las plantas hal6fitas parecen tener una tolerancia aumentada a otros
estreses (Shiri et al. 2015).

eE®Ra O C i

a
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3.6 Los hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA)

Los HFMA son hongos simbiontes obligados que necesitan de la planta hospedera para
completar su ciclo de vida (Borde et al. 2011), colonizan aproximadamente el 90% de las
especies vegetales de la tierra (Gadkar et al. 2001) y la mayoria de especies cultivables
(Smith and Read 2008). Pertenecen al phylum Glomeromycota cuyo origen se presume
fue hace al menos 460 millones de afios (Gadkar et al. 2001; Schufiler et al. 2001;
Redecker 2002; Strullu-Derrien et al. 2018) por lo que son considerados como el grupo
mas antiguo de organismos que viven en simbiosis con las plantas terrestres (Redecker
2002).

Las micorrizas se definen como las asociaciones entre los hongos formadores de
micorrizas arbusculares (HFMA) y las raices de las plantas y son conocidas por ser una de
las estrategias de la planta, mas antigua y extendida, para aumentar la absorcion de
nutrientes y enfrentar estreses biéticos y abiéticos, incluyendo el déficit hidrico (Augé 2001;
Porcel and Ruiz-Lozano 2004; Yang et al. 2008; Navarro Garcia et al. 2011; Gholamhoseini
et al. 2013; Wu et al. 2013). La interaccion se basa principalmente en el intercambio de
azucares hexosas (y xilosa), suministrado, por la planta hospedera y de nutrientes
suministrados por el hongo (Bago et al. 2000; Brundrett 2002; Wu and Xia 2006; Deressa
and Schenk 2008; Atul-Nayyar et al. 2009). Recientemente se ha encontrado los HFMA
dependen de la planta hospedera para la adquisicion de lipidos (Bravo et al. 2017; Jiang
et al. 2017; Keymer et al. 2017)) lo cual indica que el establecimiento de la simbiosis no
solo requiere de azucares sino también de la transferencia de lipidos desde la planta

hospedera.

Los HFMA pueden facilitar la supervivencia de plantas en suelos contaminados por
metales pesados disminuyendo su toxicidad a través del mejoramiento de mecanismos
antioxidantes (Ferrol et al. 2016), modificando la expresion de genes de tolerancia a
metales pesados (Ouziad et al. 2005) y aumentando la absorcién de nutrientes lo que
contribuye a mejorar la eficiencia de la fito-remediacion (Hassan et al. 2013; Garg et al.
2017).
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De forma particular, los HFMA mejoran la fito-estabilizacién y la fito-extracciéon (Leung et
al. 2013) debido a que pueden quelatar los metales pesados en su estructura o aumentar
el suministro de metales pesados hacia la planta, respectivamente (Hassan et al. 2013).
La funcion de aumento o disminucién de la absorcién de metales pesados parece depender
de la especie de la planta y/o del hongo involucrado, asi como de la concentracién,
especiacion del metal pesado en el suelo y las condiciones de crecimiento (Audet and
Charest 2007, 2008; Lingua et al. 2008).

La contribucion de la simbiosis micorricica frente al déficit hidrico se debe a una
combinaciéon de efectos nutricionales, fisicos y celulares (Ruiz-Lozano 2003), los cuales
permiten la evasion al déficit hidrico (Augé 2001; Fernandez-Lizarazo and Moreno-
Fonseca 2016). Los mecanismos que pueden explicar el efecto de la colonizacion de las
raices en el comportamiento de la planta durante el déficit hidrico incluyen: i) modificacion
de las relaciones hormonales de la planta (Estrada-Luna and Davies 2003), ii)
mejoramiento del estatus hidrico de la planta por un aumento en la conductividad hidraulica
asociado con la absorcion de agua por las hifas externas (Augé et al. 2003, 2007; Kyllo et
al. 2003; Porcel et al. 2003), y por el ajuste osmatico de la planta (Ruiz-Lozano 2003; Porcel
and Ruiz-Lozano 2004; Wu and Xia 2006), iii) incremento en la actividad antioxidante de
la planta (Goicoechea et al. 2005) (Goicoechea et al. 2005) y iv) aumento en la absorcion
de nutrientes de la planta (Al-Karaki 2006).

3.7 Variabilidad genética intraespecifica en los HFMA

El estancamiento morfolégico por mas de 400 millones de afios (Redecker 2000; Strullu-
Derrien et al. 2018) y la falta de un estado sexual observado en los miembros del filo
Glomeromycota dirige a la suposicion controversial de que los HFMA son organismos
completamente asexuales (Croll and Sanders 2009; Halary et al. 2011) y que no tienen
ninguna manera para realizar intercambio genético o recombinacién (Sanders and Croll
2010). La evidencia de recombinacion en HFMA es contradictoria (Croll and Sanders
2009), lo que ha producido cuestionamientos importantes acerca de la variacion genética
en HFMA. Uno de los principales, es precisamente el relacionado su organizacion genética

intranuclear.
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Dos modelos pueden explicar la organizacién de la variacién genética en los HFMA (Figura
3.1). En el primero, se plantea que todas las variantes de ADNr pueden estar contenidas
en cada uno de los cientos de nlcleos que pueden tener estos hongos con hifas
cenociticos?. Esto implica la organizacién homocariética de la variaciéon genética producto
de una relajacion de la evolucion concertada del ADNr en el linaje. Adicionalmente, en la
ausencia de la reproduccion sexual en Glomeromicota, la poliploidizacién del genoma
acompafada por cambios periddicos en el nivel de ploidia, podria ser el mecanismo
responsable de su persistencia evolutiva en el largo plazo (Pawlowska and Taylor 2004).
Finalmente, se ha asumido que los mecanismos de incompatibilidad evitan la fusion entre

HFMA genéticamente diferentes (Judson and Normark 1996).

Homocariosis Heterocariosis

Parent Parent
spore

Progenie Clonal Progenie Clonal

Figura 3.1. Dos modelos diferentes que explican la organizacién nuclear en los HFMA.
Tomado de (Pawlowska & Taylor, 2004)

Este primer modelo ha sido cuestionado por diferentes hallazgos que demuestran que
ocurre la fusién de hifas, que la progenie exhibe herencia biparental y que se puede
detectar la recombinacion en HFMA (Sanders and Croll 2010; Nadimi et al. 2016; Corradi
and Brachmann 2017; Chen et al. 2018). Por consiguiente, el segundo modelo se basa en
gue las diversas variantes de ADNr pueden estar distribuidas entre diferentes nucleos

(heterocariosis), asi el hongo mantiene un ensamblaje estable de varios diferentes

2 Estado en el cual los ndcleos no estan separados en compartimentos por septos y co-existen en
un citoplasma comun (Sanders and Croll 2010).
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genomas durante su ciclo de vida y los transmite de generacion en generacién (Bever and
Morton 1999; Kuhn et al. 2001; Chagnon 2014).

Recientemente se han demostrado los dos principales procesos relacionados con la
variacién genética entre individuos de la especie R. irregularis que pueden afectar el
contenido de nucleotipos® de un hongo FMA en un muy corto lapso de tiempo (Croll et al.
2009; Angelard et al. 2010; Wyss et al. 2016). El primero consiste en el intercambio
genético entre dos lineas del HFMA genéticamente diferentes que pueden producir nuevas
esporas con una mezcla de nucleotipos parentales (Croll et al. 2009). El segundo es la
segregacion, en el que una espora madre puede producir esporas nuevas con diferente

contenido de nucleotipos (Angelard et al. 2010).

3 Definido como el genotipo de un nicleo dado (Sanders and Croll 2010).









4 Respuesta fisiol - -gica de
al d®f r cit h2drico cuandc
con HFMA

4.1 Introduccidn

El cacao (Teobroma cacao L.), es una especie vegetal de sotobosque que ha evolucionado
en la Amazonia desde hace millones de afios (Motamayor et al. 2008; CacaoNet 2012;
Lim 2012). Esta planta hidromegaterma, (Fedecacao 2009; CEPLAC 2012) se puede
establecer bajo sombra plantada, en bosques raleados o en remanentes de bosque con
poca inversion de capital durante las fases de establecimiento y mantenimiento (Gockowski
and Sonwa 2008; Sonwa and Weise 2008). También puede ser establecido en monocultivo
(Carr and Lockwood 2011) lo que se asocia generalmente con mayores rendimientos a
corto plazo pero también con una reduccion en los beneficios ecoldgicos y con un aumento
en los costos que hace que este sistema no sea viable para los pequefios productores
(Clough et al. 2009).

Actualmente, la escases de agua es predominante en el mundo y se espera que el cambio
climatico acelere la severidad de los episodios de déficit hidrico en la agricultura (Omirou
et al. 2013), que actualmente causa pérdidas importantes en los cultivos, reduciendo los
rendimientos promedio en mas de un 50% (Maggio et al. 2000; Wang et al. 2003; Zlatev y
Yordanov 2005). Este efecto en la agricultura se debe a que el déficit hidrico es el estrés
abittico que més afecta el crecimiento y desarrollo de las plantas (Yang et al. 2008).

La produccion del cacao en el mundo se ha caracterizado por rendimientos bajos e
inestables (Clough et al. 2009; FAOSTAT 2018). La limitacion en la disponibilidad de zonas
boscosas para el establecimiento inicial del cacao, la falta de establecimiento de cultivos
comerciales que puedan proveer sombra a las plantas de cacao durante su establecimiento
inicial y el aumento mundial en la demanda de cacao (Anga 2012), hacen que los
productores siembren en zonas marginales a libre exposicion sometiendo a las plantas a

déficit hidrico (Laderach et al. 2013). Consecuentemente, se espera que en los proximos
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afios, a causa del cambio climatico, se presente una disminucion en los rendimientos del
grano de hasta un 40% (Lau et al. 2013).

Debido a la existencia en Colombia de amplias zonas aptas para el cultivo de cacao que
pueden tener o no cobertura de bosque (Garcia Lozano et al. 2005) y a que el cacao tiene
mayores rendimientos potenciales cuando es sembrado a libre exposicion, es posible
encontrar este cultivo no solo en sistema agroforestal y en sotobosque sino también a libre
exposicion con rendimientos bajos, y en el caso particular de Colombia porque los
productores de cacao normalmente carecen de recursos econdmicos para establecer
sistemas de riego que permitan superar las carencias hidricas de las plantaciones de cacao
sembradas a libre exposicién o incluso bajo sombrio en épocas secas (Gobernacion de
Casanare 2008).

Segun Garcia, (2014), la informacion sobre los requerimientos hidricos, los mecanismos
de tolerancia, aclimatacién o adaptacion a condiciones criticas de sequia temporal de
clones de cacao en Colombia, es limitada a experiencias no documentadas en
plantaciones comerciales. EI mismo autor resalta la importancia de realizar trabajos de

investigacion que contribuyan a su entendimiento.

Los hongos FMA son simbiontes obligados que necesitan de la planta hospedera para
completar su ciclo de vida (Borde et al. 2011), colonizan aproximadamente el 90% de las
especies vegetales de la Tierra (Gadkar et al. 2001) y la mayoria de especies cultivables
(Smith and Read 2008). Pertenecen al phylum Glomeromycota cuyo origen se presume
fue hace al menos 460 millones de afios (Gadkar et al. 2001; Schifiler et al. 2001,
Redecker 2002) por lo que son considerados como el grupo mas antiguo de organismos

gue viven en simbiosis con las plantas terrestres (Redecker 2002).

Las micorrizas se definen como las asociaciones entre los hongos FMA y las raices de las
plantas (Wu and Xia 2006) y son conocidas por ser una de las estrategias de la planta,
mas antigua y extendida, para aumentar la absorcion de nutrientes y enfrentar los estreses
ambientales (Caravaca et al. 2005; Brachmann and Parniske 2006). La interaccion se basa
principalmente en el intercambio de carbono suministrado por la planta hospedera y de
nutrientes suministrados por el hongo (Bago et al. 2000; Brundrett 2002; Wu and Xia 2006;
Deressa and Schenk 2008; Atul-Nayyar et al. 2009) . Recientemente se ha reportado que
los HFMA dependen de la planta para el suministro de lipidos (Bravo et al. 2017; Jiang et

al. 2017; Keymer et al. 2017) dado que no los pueden sintetizar.
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Los hongos FMA permiten a las plantas hospederas establecerse y crecer mas
eficientemente aun en condiciones de diferentes estreses bidticos y abidticos, incluyendo
el déficit hidrico (Augé 2001; Porcel and Ruiz-Lozano 2004; Cho et al. 2006; Yang et al.
2008; Navarro Garcia et al. 2011; Gholamhoseini et al. 2013) debido a que aumentan la
tolerancia a estas condiciones y asi minimizan sus efectos adversos en el crecimiento
vegetal (Barea et al. 2011; Mardukhi et al. 2011; Asensio et al. 2012).

La pregunta de investigacién que se abordd en este capitulo es ¢Cudl es la respuesta
fisiologica de plantas de cacao inoculadas con HFMA, cuando son sometidas a déficit
hidrico? No obstante, para responder a esta pregunta es necesario resolver tres preguntas
parciales cuya respuesta contribuira a dar una respuesta sélida a la pregunta inicial. Estas
preguntas son: i) ¢Cémo varia el efecto del estrés hidrico en plantas de cacao, a lo largo
del periodo de vivero?; ii) ¢Existen diferencias en la sensibilidad de los parametros
asociados con la determinacion del estrés hidrico en plantas de cacao asociadas con
HFMA en vivero a lo largo del dia?; iii) ¢ Cuales son los parametros mas sensibles para
estudiar el efecto del estrés hidrico en plantas de cacao inoculadas con hongos MA en
vivero?. La respuesta a esta Ultima pregunta es especialmente importante porque
adicionalmente ofrece informacion para facilitar la posterior evaluacién del estrés hidrico

en plantas de cacao inoculadas con diferentes lineas monosporicas de HFMA.

4.2 Metodologia

Se desarrollaron tres ensayos dirigidos a responder las tres preguntas mencionadas
previamente. A continuacion, se describen los aspectos comunes a los tres ensayos y
posteriormente las particularidades de cada uno. En todos los casos se buscé simular las
caracteristicas generales del establecimiento en vivero de plantas de cacao y de la forma
como realizan esta actividad. El lugar de realizacion de los ensayos fue un vivero del
Campus Utopia de la Universidad de La Salle, sede Yopal, ubicado en la Hacienda San
Jos® de Matedpantano con coordenadas 5A

longitud oeste. El vivero fue construido especificamente para la realizacion de los
experimentos. Se utilizd6 una polisombra de 60% y adicionalmente un plastico para
invernadero calibre 6. Durante la realizacién de los experimentos, este vivero tuvo una
temperatura promedio de 26,27 °C, una humedad relativa promedio de 84%, punto de rocio

promedio de 22,36 °C. La radiacién instantanea promedio al exterior del vivero oscila entre
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175y 225 Wm2 (Castro and Sosa 2016) y la radiacion al interior del vivero se redujo en un

70% aproximadamente. Los valores en tiempo real al exterior del vivero se presentan en:

https://www.weatherlink.com/embeddablePage/show/87626777376541e5b4fb2b2c813d3
4ba/wide

Se utilizo semilla de cacao del genotipo IMC67 (Iquitos Mixed Calabacillo-67) como fuente
de material vegetal debido a que en Colombia solo se permiten semillas obtenidas de
plantaciones hibridas de este material segun acuerdo 003 del Consejo Nacional Cacaotero
en 2010. Este genotipo es un clon auto-incompatibleque y tiene niveles muy bajos de inter-
compatibilidad como madre y como padre (Phillips-mora et al. 2012). Adicionalmente es
muy utilizado como patrén, debido a su buena adaptacion a suelos con pH bajo, buena
transmisién de vigor vegetativo a la copa y a poseer tolerancia a enfermedades (Palencia
and Mejia 2004; Palencia et al. 2007) como Phytophtora palmivora (Butler) (Cardenas
2017).

Las plantas de cacao se sembraron en bolsas de 15 x 35 cm con sustrato compuesto por
una proporcién de 1:1 de compost y arena con base en ensayos previos e imitando el
manejo de productores de la zona. Se realizé una fertilizacion foliar con fertilizante
comercial Nutrifoliar® y una edéfica a los 30 dias después de siembra (DDS) con base en
el analisis de suelo (Tabla S 4.1) y en la dosis sugerida por Fernandez et al. (2016) (Anexo
A). Las plagas, enfermedades y malezas se manejaron de forma manual o quimica segun

presencia, incidencia y severidad y homogeneamente para todas las plantas del ensayo.

Como inoculante micorricico se utilizd un gel estéril patentado (patente sostenida por el
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, CSIC, Espafia) y producido con una
concentracion media total de 2000 propagulos por ml de Rhizophagus irregularis (ecotipo
009) (esporas, hifas extra-radicales y piezas de raices micorrizadas) previamente

producido en condiciones in vitro (Ceballos et al. 2013; Rasmussen et al. 2016).

En lo experimentos del presente capitulo y del capitulo nGmero cinco, no se implement6
un tratamiento control a base del gel estéril sin hongo FMA debido a que no se conoce la
composicion quimica de este gel y a que los experimentos fueron realizados en
condiciones reales de campo, lo que implica factores ambientales adicionales. Asi, la
interaccion entre estos factores no haria posible un andlisis que respondiera a la pregunta

gue motivo esta investigacion.


https://www.weatherlink.com/embeddablePage/show/87626777376541e5b4fb2b2c813d34ba/wide
https://www.weatherlink.com/embeddablePage/show/87626777376541e5b4fb2b2c813d34ba/wide
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La inoculacion consistié en la adicion una solucién de 10 ml de agua destilada que contenia
250 propagulos. Esto se realizdé 15 dias después de la siembra (DDS) de la semilla. El
criterio para el tiempo de inoculacion se basa en que, por una parte, los productores de
cacao normalmente no adicionan productos al momento de la siembra de la semilla; y por
otra parte, el costo del producto comercial (Glomygel®) es alto lo que restringe su
disponibilidad a semillas germinadas. Dado que las semillas se mantuvieron en
almacenamiento entre 3 y 5 dias, la reduccion en su poder germinativo era probable. El
tiempo aproximado para identificar las semillas que efectivamente germinaron fue 15 DDS
porque en este tiempo al menos el 50% de las semillas han germinado o han mostrado
sintomas de crecimiento (Olaiya 2016; Bahri 2018).

A continuacién, se describen las particularidades de cada uno de los tres ensayos que

componen el presente capitulo.

Ensayo 1. ;Cémo varia el efecto del estrés hidrico en plantas de cacao, a lo largo

del periodo de vivero?
Establecimiento del ensayo:

Se establecié un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial 2x2. El primer
factor incluy6 la edad de las plantas evaluadas (2 meses y 7 meses) y el segundo factor
incluy6 el manejo del riego (cony sin riego) (Tabla 4.1). Cada tratamiento tuvo 20 unidades
experimentales. Todas las plantas fueron sometidas a dos riegos consecutivos hasta
capacidad de campo y luego, solamente a las del tratamiento sin riego se les restringio el
suministro de agua de forma progresiva hasta llegar a un valor minimo constante de
humedad volumétrica previo a la muerte de las plantas. La humedad volumétrica se midi6é
con una sonda tipo HH2 Delta T (Devices Ltd®). Simultaneamente se determiné el punto
de marchitez permanente (PMP) a través de la realizacion de una curva que relaciond la
tension del suelo con su humedad volumétrica (Figura S 4.1). La medicién de los
parametros fisioldgicos se realiz6 semanalmente entre las 11 am y la 1 pm desde la primera
semana y durante tres semanas, de acuerdo a la curva de tension previamente

mencionada.
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Tabla 4.1. Tratamientos utilizados para la determinacion del efecto de la restriccion de

riego y de la edad de la planta de cacao en vivero.

Tratamiento Edad Manejo
1 7 meses Con riego
2 7 meses Sin riego
3 2 meses Con riego
4 2 meses Sin riego

Ensayo 2: ¢Existen diferencias en la sensibilidad de los parametros relacionados
con el estrés hidrico en plantas de cacao asociadas con HFMA en vivero a lo largo
del dia?

Se establecié un disefio en bloques completamente aleatorizados con cuatro tratamientos
en un arreglo factorial 2 x 2 (Tabla 4.2). El primer factor es la inoculacién con hongos FMA
(con inoculacién y sin inoculacién) y el segundo factor es el déficit hidrico (con déficit y sin
déficit). El déficit hidrico correspondié a una humedad volumétrica de 6% (potencial métrico
del sustrato -1,5 MPa) en tanto que la ausencia de déficit hidrico correspondié a una
humedad volumétrica de 12% (potencial matrico del sustrato -0,033 MPa) o superior sin
llegar a saturacion con base en la curva de retencién de humedad realizada previamente
(Figura S 4.1). La restriccion de riego comenzé a los 30 dias después de siembra (DDS).
Cada tratamiento tuvo 84 unidades experimentales distribuidos en cuatro bloques. Se
realizaron mediciones independientes a los 43, 64 y 98 DDS vy realizando registros cada
tres horas durante el dia (7:00 am, 10:00 am, 1:00 pm, 4:00 pm; 7:00 pm) con el propésito
de evitar solapamiento entre los muestreos y asi observar los contrastes potenciales

durante el dia.
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Tabla 4.2. Tratamientos utilizados para la determinacion del efecto de la restriccion de
riego y de la inoculacién con hongos MA.

Tratamiento Inoculacién Potencial méatrico
del sustrato (MPa)
1 -0,033 MPa
Con inoculacién
2 -1,5 MPa
3 -0,033 MPa
Sin inoculacién
4 -1,5 MPa

Ensayo 3: ¢(Cudles son los parametros descriptores de estrés, mas sensibles para
estudiar el efecto del estrés hidrico en plantas de cacao inoculadas con HFMA en

vivero?

El planteamiento del ensayo fue el mismo del ensayo 2. No obstante vario en cuanto a que
se utilizaron 20 unidades experimentales por tratamiento y a que las mediciones se
realizaron semanalmente desde los 37 DDS por seis semanas siempre a las 10 am (con
base en los resultados obtenidos en el ensayo 2 de este capitulo). La restriccion de riego

comenzo a los 44 DDS.
Los parametros fisiol6gicos evaluados fueron los siguientes:

Potencial hidrico foliar (Ensayos 1, 3): Para su medicién se utilizé una camara de presion
Scholander (PMS Instrument comp®.). Cada medicién se efectué en hojas saludables
completamente expandidas en la parte central de la planta. Se realiz6 una lectura (por
hoja) a una hoja por planta en cuatro plantas por tratamiento de acuerdo a Scholander, et
al. (1965)).

Conductancia estomatica (Ensayos 1, 2 y 3): Para su medicion se utilizé6 un porémetro
marca CS-1 Decagon Devices®. Cada medicion se efectué en hojas saludables
completamente expandidas en la parte central de la planta. Se realiz6 una lectura (por
hoja) a una hoja por planta en cuatro plantas por tratamiento de acuerdo a protocolo del

fabricante (Decagon device, 2016).
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indice de contenido de clorofilas (ICC) (Ensayo 1): Para su medicion se utilizé un
clorofilémetro CM-1000 Spectrum, USA®. Cada medicién se efectudé en hojas saludables
completamente expandida en la parte central de la planta. Se realizaron 2 lecturas por hoja
a 2 hojas por planta en ocho plantas por tratamiento y la lectura se hizo en el centro de la

lamina foliar evitando la nervadura central de acuerdo a Parry et al (2014).

Fluorescencia de la clorofila (Ensayos 1, 2 y 3): Para la determinacién del rendimiento
cuantico del PSII con base en la fluorescencia maxima (Fv/Fm) se utilizé un fluorémetro no
modulado Handy PEA Hansatech® a 3000 pmol fotones m?2 s, Las mediciones se
realizaron en dos hojas por plantas y en 4 plantas por tratamiento. Con el propésito de
determinar pardmetros con mayor sensibilidad, en el tercer ensayo se calcularon también
rendimiento cuantico del PSIlI con base en la fluorescencia minima (Fv/Fo), el indice de

vitalidad con base en la absorcion de energia (Pabs) y €l indice de vitalidad total (Pliota).

Crecimiento: Se midi6 altura de planta, nimero de hojas (Ensayos 1) y biomasa seca total
y por organos (Ensayos 2). Para su determinacién las muestras vegetales fueron
sometidas a 70 °C por 24 horas o hasta peso constante. También se determiné el area
foliar (Ensayos 1, 2 y 3) utlizando un medidor de &rea foliar Li-Cor LI 3100®.
Adicionalmente se calculé el area foliar especifica (AFE) de acuerdo a (Hunt 2013). Dado
el caracter destructivo se realiz6 la medicién de este parametro en el Ultimo muestreo de

cada ensayo en 12 plantas por tratamiento.

Nutricién (Ensayo 3): Se tomaron muestras foliares en cuatro plantas por tratamiento en
el tltimo muestreo del ensayo 3. Su analisis se hizo en el laboratorio de aguas y suelos de
la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. El
N se analizd con el método Kjeldahl, el P por calcinacién a 600°C y valoracién colorimétrica
con molibdato y vanadato de amonio, el B por el método de Azometina (colorimétrico) y el
Ca, Mg, K, Cu, Fe, Mn, Zn por calcinacion a 600°C, digestion acida y valoraciéon por

absorcién atébmica y el S por andlisis turbudimétrico de acuerdo a Fernandez et al (2016).

Vigor (Ensayo 3): Se realiz6 una evaluacion visual con base en la escala (Davies et al.
2001): 1) planta muerta; 2) todas las hojas marchitas con contenido de clorofila, hojas no
totalmente necréticas; 3) al menos 50% de las hojas marchitas o senescentes; 4)
marchitamiento inicial y/ clorosis; 5) planta saludable y hojas verdes. Solamente se
presentan los datos a partir 65 DDS debido a que los muestreos previos todas las plantas

tuvieron el mismo valor de escala (valor 5).
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Colonizacion radical (Ensayos 1, 2 y 3): Su determinacion de realiz6 en el dltimo
muestreo de cada ensayo en 8 plantas por tratamiento. Se seleccionaron raices de menos
de 2 mm de diametro y se lavaron con abundante agua. Posteriormente, se realizé una
tincién del micelio de los hongos en estas raices con tinta Sheaffer segin el protocolo
modificado de Vierheilig et al., (1998). Luego de la tincién de las raices se evalud el
porcentaje de colonizacion utilizando el método de interseccion de la grilla (Giovannetti and
Mosse 1980).

Potencial hidrico atmosférico (yam) y déficit de presion de vapor (DVP): La
det er mi n as ke raalizidcen base en Melgarejo (2010) y de DVP de acuerdo con
Allen et al. (2006).

Se estimé el potencial de succién matrica del sustrato a partir de su relacion con el
contenido de humed & dn?® \canlbasenétunaicena delretgneivn de

humedad. Para el célculo se utilizé la ecuacion de van Genuchten (1980).
Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software estadistico JMP® (Statistical Analysis
Systems Institute, version 11). Previo al andlisis de varianza (ANOVA), se verificaron todos
los datos por normalidad y homoceasticidad. Cuando fue necesario, las variables se
transformaron usando funciones logaritmicas o trigopnométricas. Los efectos principales
(factores) y su interaccion se analizaron con un ANOVA de dos vias; luego se realizaron
comparaciones post hoc utilizando una prueba de Tukey HSD. Se utiliz6 un ANOVA de
Kruskal-Wallis no paramétrico seguido de una prueba de valor Z post-hoc, para analizar
variables que no cumplian con los supuestos de ANOVA incluso después de la
transformacion (Doubkova et al. 2013). Para la evaluacion de las categorias de vigor se
realizé6 un andlisis de regresion logistica con una prueba Ji-cuadrado de razén de
verosimilitud (Hosmer et al. 1988; Chan, 2004).

4.3 Resultados

En el primer ensayo se determind que el potencial hidrico atmosférico fue en promedio de
-94,18 MPa en tanto que el promedio del déficit de presion de vapor se estimo6 en 1,81
Kpa. A partir de la estimacion de los parametros de la curva de retencién de humedad (van

Genuchten, 1980), se estimé que para el sustrato utilizado, el punto de marchitez
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permanente (PMP) fue 5,5%, la capacidad de campo (CC) fue de 12,12% y la humedad
de saturacion fue de 35,40% (Figura S 4.1).

La humedad volumétrica del sustrato varié significativamente a lo largo del periodo
evaluado (figura 4.1, tabla S 4.2). El valor de esta humedad en los tratamientos con
restriccion de riego disminuy6 progresivamente hasta el dia 12 con un valor constante
promedio de 5,4% en tanto que se mantuvo en un valor promedio de 19,47% en los
tratamientos sin restriccién de riego. Las plantas sometidas al déficit hidrico comenzaron
a morir desde el dia 21 cuando la humedad volumétrica del sustrato se ubicé por debajo

del 5%, especialmente aquellas de siete meses de edad.
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Figura 4.1. Humedad volumétrica del sustrato después de la restriccion de riego en
ensayo uno, n= 10. Las columnas representan las medias (xDE). Los marcadores
identificados con letras diferentes son significativamente diferentes de acuerdo con la
prueba de Tukey (p<0.05).

La variacion en la humedad volumétrica del sustrato obedeci6 a un efecto significativo de
la edad de la planta, del manejo del riego y de la interaccién de estos con el tiempo (tabla
S 4.2). La humedad del sustrato de las plantas de dos meses de edad con riego fue mayor
gue la del sustrato de plantas de siete meses de edad (con y sin riego), particularmente

después de la primera semana luego de la restriccion del riego (figura 4.1).
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El potencial hidrico foliar y la conductancia estomatica disminuyeron con la restriccion de
riego independientemente de la edad de las plantas (figuras 4.2a-b, tablas S 4.3y 4.4). De
forma interesante, el potencial hidrico mostré diferencias significativas desde el primer dia
después de la restriccidbn de riego, sin embargo, el efecto fue mas agudo cuando se

incremento el tiempo con esta restriccion (Tabla S 4.4).

E

ar (Mpa)

ca (mmol .

b

° a 2 b -7 meses
© g 300 [ 2 meses
- 1 ~
< »
N o 250 a
=
©
: l
_ - 200
© a s ab
- a b
: N © 150
b " b
5 S 100 b a
. < T
4 c
© b ° 50
_ 0
o B 10 q
° c a
o 08 a a
©
B

o
o
Fv/IFm

con riego sin riego con riego sin riego

Riego Riego

Figura 4.2. Efecto de la edad de la planta y de la restriccion de riego. a) Potencial hidrico
foliar, n=4; b) Conductancia estomatica, n=4; c) indice de clorofila, n=8; d) Fv/Fm, n=4. Las
columnas representan las medias (xDE). Las columnas marcadas con letras diferentes son

significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

El indice de clorofila fue diferente en plantas de cacao de edades distintas durante el
periodo evaluado (Tabla S 4.5). Este indice en plantas de siete meses de edad fue un 46%
mayor que el de plantas de dos meses de edad (Figura 4.2c). Por su parte, el efecto de la
restriccion de riego indujo una disminucién en este indice en plantas de siete meses de

edad a los 16 dias después de la restriccion de riego (DDRR) (Tabla S 4.5).

La edad de la planta y la restriccién de riego tuvieron efectos ligeramente significativos y
de forma esporadica sobre el Fv/Fm. No obstante, hubo una tendencia constante a que los
valores de este parametro fueran mayores en plantas de dos meses y en plantas sin

restriccion de riego (Tabla S 4.6). De hecho, en el dia 12 DDRR se observaron valores
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bajos en plantas de siete meses de edad y sometidas a restriccion de riego con respecto

a las platas de los otros tratamientos (Figura 4.2d).

No se observé efecto de la restriccion del riego en el &rea foliar ni en el nimero de hojas.
En el caso del area foliar solamente se observaron diferencias significativas debido a la
edad de las plantas (Tabla S 4.7) y en el caso del nUmero de hojas solamente hubo efecto
del tiempo (Tabla S 4.8).

Segundo ensayo

En el segundo ensayo se determind que el potencial hidrico atmosférico fue en promedio
de -22,66 MPa (Figura S 4.3) en tanto que el promedio del déficit de presion de vapor se
estimé en 0,48 KPa. Durante la deshidratacion progresiva, se observaron claras diferencias
debidas al manejo del riego pero no a la inoculacién con hongos FMA (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Humedad volumétrica del sustrato después de la restriccion de
riego en ensayo dos, n= 10. Las columnas representan las medias (xDE).
Los marcadores identificados con letras diferentes son significativamente

diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).
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La conductancia estomética disminuyé progresivamente a lo largo del dia en respuesta al
potencial matrico del suelo (Figura 4.4). Este parametro no varid en respuesta a la
interaccion de la inoculacion con el tiempo. Solamente se observé mayor conductancia
estomética de plantas no inoculadas a las 7 p.m. a los 43 y 98 dias después de siembra
(DDS) (Tablas S 4.9, 4.10 y 4.11). De forma consistente, en los tres muestreos, la
conductancia fue maxima al inicio del dia, pero disminuy6 progresivamente a lo largo del
mismo. Igualmente, las plantas con menor humedad volumétrica en el sustrato presentaron
menor conductividad estoméatica independientemente de la hora del dia (Figura 4.4, Tablas
S4.9, 410y 4.11).
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Figura 4.4. Efecto de la inoculacion con hongos MA vy de la restriccion de riego sobre la
conductancia estomatica a lo largo del dia (24 DDRR i 64 DDS), n=4. Las columnas
representan las medias (xDE). Las columnas marcadas con letras diferentes son

significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

La Fv/Fm vari6 principalmente en respuesta al potencial métrico del sustrato (Figura 4.5).
En términos generales, no se detectd un efecto generalizado de la inoculacién sobre la
Fv/IFm (Tablas S 4.12, 4.13 y 4.14), a excepcion del segundo muestreo (64 DDS) a las 4
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p.m. en el que las plantas no inoculadas tuvieron mayor Fv/Fm que las no inoculadas. Por
su parte, la disminucién del potencial matrico del sustrato indujo una disminucién altamente
significativa de la Fv/Fm, especialmente a los 64 y 98 DDS. De forma particular, en el altimo

muestreo este efecto se observé de forma mas consistente a lo largo del dia.
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Figura 4.5. Efecto de la inoculacion con hongos MA y de la restriccion de riego sobre la
Fv/Fm, n=4. Las columnas representan las medias (xDE). Las columnas marcadas con
letras diferentes son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey
(p<0.05).

En los dos ultimos muestreos se evaluo6 el area foliar y la biomasa. Las plantas con déficit
hidrico disminuyeron de forma significativa estos dos parametros. De forma particular para
la biomasa, el efecto fue significativo en cada uno de sus 6rganos. A los 64 DDS la relacion
raiz/parte aérea se incremento en las plantas sometidas a déficit hidrico (Tablas S 4.15 y
S4.16). No se observaron diferencias significativas en AFE ni entre plantas inoculadas y

no inoculadas con respecto a area foliar ni biomasa.

Tercer ensayo

En el tercer ensayo se determind que el potencial hidrico atmosférico fue en promedio de
-47,58 MPa en tanto que el promedio del déficit de presion de vapor se estim6 en 0,99
KPa. De igual forma a como se realizé el ensayo anterior, en este ensayo se mantuvo un
potencial matrico del sustrato de 0,033 MPa en las plantas con riego y de -1,5 MPa en el
de las plantas con restriccion de riego (Figura 4.6). Se registr6 la deshidratacion progresiva
del sustrato logrando un patrén similar al de los ensayos previos con lo que se obtuvo

diferencias en la humedad del suelo debidas a la restriccion de riego, al tiempo y a su
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interaccion (Tabla S 4.17). De acuerdo a los resultados de los experimentos previos, las

mediciones fisiol6gicas se realizaron entre 10 a.m.y 11 a.m.
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Figura 4.6. Humedad volumétrica del sustrato después de la restriccion de
riego en ensayo tres, n= 10. Las columnas representan las medias (xDE).
Los marcadores identificados con letras diferentes son significativamente

diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

El potencial hidrico de las plantas de cacao sometidas a restriccién de riego disminuy6 a
través del tiempo de forma independiente a la inoculacién con hongos FMA. A pesar de
gue solo se encontraron diferencias estadisticamente significativas debidas a la restriccion
de riego solamente a los 72 DDS, hubo un efecto significativo del tiempo y de la interaccién
de este con dicha restriccion lo que corresponde a la disminucion progresiva del potencial
hidrico foliar en plantas con restriccion de riego (Tabla S 4.18). La inoculacién no tuvo

efecto sobre este parametro.

La conductancia estomatica fue menor desde la primera semana después de que las

plantas de cacao fueran sometidas a restriccion de riego. El efecto del riego se mantuvo a
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lo largo del resto del experimento. De igual forma, hubo un efecto significativo del tiempo
y de su interaccién con el riego (Tabla S 4.19). No se detectaron efectos significativos de

la inoculacion con HFMA.

En este ensayo, la Fv/Fm y la Fv/Fo solamente variaron con respecto al tiempo, pero no
como resultado del efecto de la inoculacién o de la restriccién de riego. Considerando el
periodo de evaluacion, el Pias fue mayor en plantas con riego constante, en tanto que el
Piwtal fue significativamente mayor en plantas con riego constante de forma particular a los
72 DDS (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Efecto de la inoculacién con hongos MA y de la restriccion de riego sobre
pardmetros de fluorescencia, n=4. Los datos representan los resultados del ANOVA de

doble via (valor F).

., Pot. Hidric. Inoculacionx pot. Hidr.
Inoculacién

DDS Suelo Suelo
58 1,55ns 0,27ns 1,47ns
72 0,28ns 0,01ns 2,85ns
Fv/Fm Todo el periodo 2,66ns 0,29ns 2,47ns
Interaccién con el tiempo  0,93ns 0,03ns 0,92ns

Efecto del tiempo 15,15**
58 1,11ns 0,46ns 2,54ns
72 0,32ns 0,01ns 2,69ns
Fv/[Fo Todo el periodo 2,46ns 0,50ns 4,08ns
Interaccién con el tiempo  0,36ns 0,03ns 1,25ns

Efecto del tiempo 24, 20%**
58 0,01ns 1,46ns 0,03ns
72 0,18ns 2,56ns 0,04ns
Piabs Todo el periodo 0,72ns 5,67* 0,01ns
Interacciéon con el tiempo  0,20ns 0,61ns 0,15ns

Efecto del tiempo 5,43*

58 0,26ns 0,10ns 0,03ns
72 0,23ns 5,65* 0,42ns
Pitotal Todo el periodo 0,10ns 4,15ns 0,26ns
Interaccion con el tiempo  0,06ns 2,75ns 0,01ns

Efecto del tiempo 2,86ns

Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo.

La evaluacién nutricional, que se realiz6 a los 79 DDS, permiti6 determinar que las
concentraciones de P, Ky S variaron como resultado de la aplicacion de los tratamientos
(Tabla S 4.20). La concentracion de P fue mayor en plantas con riego constante y no fue
afectada por la inoculacién. La concentracion de K en plantas inoculadas y sometidas a
restriccion de riego fue mayor que en plantas inoculadas y sin restriccion de riego, en tanto
gue sin inoculacion no hubo diferencias entre las plantas que estuvieron o no, sometidas
a restriccion de riego (Figura 4.7). La concentracion de S fue mayor en plantas no

inoculadas que en las inoculadas (Tabla S 4.20).
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Figura 4.7. Efecto de la inoculacion con hongos MA y de la restriccion de riego sobre la
concentracion foliar de K, n=4. Las columnas representan las medias (+DE). Las columnas
marcadas con letras diferentes son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba
de Tukey (p<0.05).

El area foliar y el vigor disminuyeron debido a la restriccién del riego, pero no variaron por
la inoculacién. En el primer caso, las plantas con riego constante presentaron un area foliar
mayor que las que no lo tuvieron, lo cual se detect6 solamente a los 65 DDS (Tabla S
4.21). Sin embargo, a los 72 DDS la tendencia fue similar a la observada a los 65 DDS con
un U= 0,0592. En el segundo caso, Ilas pl
un vigor mayor a partir de los 65 DDS, que se mantuvo asi hasta los 79 DDS (Tabla S
4.22). A'los 65 DDS, se observo una interaccion entre la inoculacion y el riego debida a la
disminucion del vigor en plantas inoculadas solamente cuando estaban con restriccion de

riego. No se observaron diferencias significativas entre plantas inoculadas y no inoculadas.

ant as
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4.4 Discusion

El efecto del estrés hidrico en plantas de cacao es similar en diferentes etapas de su

desarrollo en vivero, pero estd modulado por el area foliar.

En el primer ensayo, los valores de humedad volumétrica en el sustrato indican que las
plantas efectivamente estuvieron sometidas a estrés por déficit hidrico. Tanto la curva de
humedad volumétrica obtenida por la restriccion de riego, como la curva de retencién de
humedad del sustrato, de forma consistente, arrojaron un valor de PMP que oscila
alrededor de 5% de humedad volumétrica y corresponde a un potencial matrico de -1,5
MPa. Este ultimo valor ha sido considerado de forma generalizada como el indicativo de
PMP en los cultivos (Cadahia 2005; Saxton and Rawls 2006) y que se comprueba en este

caso como indicativo en condiciones de campo.

La disminucién del potencial hidrico y de la conductancia estomatica en plantas sometidas
a deshidratacion obedece a la alta sensibilidad del cacao a condiciones variables de
humedad y particularmente a la falta de agua (Araque et al. 2012; Lozano and Fonseca
2016). La disminucion en el potencial hidrico foliar, se explica por la disminucién en la
disponibilidad de agua en el sustrato, lo que sumado al bajo potencial hidrico atmosférico,
indujo a que el xilema estuviera sometido a mayores tensiones para la extraccién de agua
(Johnson and Ferrell 1983; Brodribb and Hill 2000). Una de las respuestas mas comunes
al déficit hidrico en plantas (Simonneau and Urban 2010; Martinez-vilalta and Garcia-forner
2017) y particularmente en cacao (Garcia Lozano, 2014; Rada, Jaimez, Garcia Nufez,
Azb6car, & Ramirez, 2005) es el cierre de los estomas, lo que causa disminucion en la
transpiracion estomatica. Para este ensayo se evidencid esta disminucion en la
conductancia estomatica, no obstante, esta medicién sélo se realizd 21 dias después de
la restriccion de riego (DDRR) lo que deja abierta la pregunta acerca de la rapidez de esta

respuesta a la restriccion de riego, en condiciones de campo.

Los valores mayores de indice de clorofilas en plantas de siete meses de edad indican un
estado de desarrollo foliar diferente (Baker and Hardwick 1973) con respecto a las plantas
de dos meses de edad. Sin embargo, este indice disminuye en plantas de siete meses de

edad sometidas a estrés por falta de agua probablemente como resultado de la
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disminucion en la sintesis de clorofila (Sayed 2003; Murtaza et al. 2016) o del aumento en
su degradacién (Smirnoff 1995) por cuenta de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) en los tilacoides (Niyogi 1999; Reddy et al. 2004). El aumento de ERO pudo
deberse a una mayor tasa de pérdida de agua de la planta debida a una mayor superficie
transpiratoria en comparacion con plantas de dos meses de edad. El Fv/IFm,
tradicionalmente utilizado como indicador de estrés en plantas (Baker and Hardwick 1973;
Baker et al. 1975), disminuy6 solamente en plantas de siete meses de edad sometidas a
déficit hidrico, lo cual confirma esta posibilidad en condiciones de campo.

La humedad volumétrica del sustrato de plantas de siete meses de edad y sin restriccion
de riego fue menor, sugiriendo una mayor evapotranspiracion. Dado que el volumen del
sustrato y las caracteristicas de los contenedores del sustrato fueron iguales, el area foliar
de las plantas de siete meses de edad causo este efecto. Esta mayor evapotranspiracion
es consistente con los resultados observados en las plantas sometidas a déficit hidrico.

Algunos parametros son sensibles al estrés hidrico en plantas de cacao a lo largo

del dia pero no es claro el efecto de la inoculacién con HFMA en vivero

El nivel de humedad volumétrica correspondiente al PMP se obtuvo aproximadamente dos
semanas después de la restriccion de riego. El riego deficitario realizado en adelante para
mantener las plantas ligeramente por encima del PMP no produjo su muerte y permitié su

evaluacién por un lapso de tiempo mayor a dos meses.

La conductancia estomética se midié en el segundo ensayo a los 13, 24 y 68 DDRR en
contraste con el ensayo anterior, en el que este parametro se midi6 a los 21 DDRR. A los
13 DDRR, la conductancia estomatica disminuyd notoriamente como consecuencia de la
falta de agua (tabla S4.9). Estudios previos han determinado que las estomas se cierran
rapidamente en respuesta a la disminucién en la disponibilidad de agua (Garcia Lozano,
2014). Este parametro no se midié antes del dia 13 después de la restriccion del riego,
razon por la cual, en el tercer ensayo, la conductancia se evalué en lapsos de tiempo

menores.

La conductancia estomatica disminuy6 en respuesta al déficit hidrico en el sustrato y al
potencial hidrico de la atmdsfera, pero no a la inoculacion con HFMA. No hubo evidencia
de diferencias estadisticamente significativas entre plantas estresadas cuando se

evaluaron a lo largo del dia, lo que confirma la alta sensibilidad de la actividad estomética
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a la disponibilidad de agua en el sustrato en plantas de cacao. En plantas cuyo sustrato
estuvo hidratado, hubo una rapida disminucién de la conductividad estomética entre las 7
am y las 10 am, después del cual se mantuvo constante hasta la 1 PM. Estas variaciones
fueron consistentes con las variaciones del potencial hidrico de la atmdésfera durante el dia
(Figura S 4.2). Este comportamiento estomatico también fue observado por Garcia Lozano,
(2014) en plantas de cacao en condiciones de vivero a capacidad de campo. En horas de
la tarde, las diferencias de conductancia estomética no fueron suficientemente grandes
entre plantas sometidas a déficit hidrico y las que no lo estaban lo que sugiere un efecto
importante de la humedad atmosférica sobre este parametro en plantas de cacao,
especialmente en horas de la tarde (Lozano and Fonseca 2016).

La dinamica de esta variacién indica que a las 10 am la medicién de este parametro permite
el suficiente contraste entre plantas sometidas o no a déficit hidrico y disminuye la
probabilidad de variaciones al interior de los tratamientos. Adicionalmente, estudios previos
han indicado que la tasa fotosintética es maxima a esta hora (Tezara et al. 2016).

El valor de Fv/Fm se asocia con el estado funcional del fotosistema Il (Gonzalez Moreno
et al. 2008). El primer registro de la disminucién de este valor sucedi6 a los 24 DDRR es
decir que las limitaciones funcionales del PSII en las plantas de cacao sucedieron después
de las limitaciones estomaticas (disminucion en la conductancia estomatica). Este
comportamiento sugiere una respuesta isohidrica de las plantas de cacao en condiciones
de campo, que refleja su alta susceptibilidad a la disponibilidad de agua, no solo en el
sustrato, sino también de la atmosfera a lo largo del dia (Hugalde and Vila 2014). Los
resultados indican que el mecanismo utilizado por las plantas de cacao frente al déficit
hidrico incluye la evasion a esta condicion con la diminucion de la conductancia estomatica,
lo cual es de particular importancia si se considera el aumento de la sensibilidad de las

plantas de cacao con mayor area foliar por cuenta del incremento de la transpiracion.

Los efectos de la inoculacién sobre la conductancia estomatica y la Fv/Fm se registraron
de forma muy esporadica. En la literatura se encuentran numerosos ejemplos del efecto
de los HFMA en plantas sometidas a déficit hidrico (Fernandez-Lizarazo and Moreno-
Fonseca 2016) (Anexo B), no obstante, en cacao también se ha registrado la ausencia del
efecto en condiciones de vivero (Chibuike and Daymond 2015) o en otras especies, incluso
efectos negativos (Ryan et al. 2005; Purin and Rillig 2008; Schmidt et al. 2011).
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La inoculacién con HFMA normalmente induce una respuesta asociada a la evasion del
estrés por déficit hidrico, principalmente con el aumento de la conductancia estoméatica y
del aumento del flujo de agua entre el sustrato y la raiz a través de la absorcién por las
hifas extraradicales (Allen 2009), esto implicaria una importante asighacion de
carbohidratos desde la planta para el crecimiento de los HFMA (Miransari et al. 2007,
2008; Augé et al. 2008). Sin embargo, las hojas de las plantas de cacao en etapa de vivero
realizan el proceso de fotosintesis para producir carbohidratos necesarios para soportar el
crecimiento inicial y con limitada capacidad de asignhar carbohidratos hacia
almacenamiento (Niinemets 2010) lo que explicaria su limitada capacidad para asignar
carbohidratos hacia otros vertederos como lo son los hongos micorricicos con los que se

asocia.

La etapa de desarrollo de las plantas, la condicion de sombrio y el lapso de tiempo
transcurrido entre la inoculacion y la mediciébn de parametros, pueden ser factores
importantes en la evaluacion del beneficio de la inoculacion con HFMA (Konvalinkova and
Jansa 2016). La fase inicial del crecimiento de los HFMA en las plantas de cacao después
de la inoculacion, pudo requerir un costo energético de las plantas superior al beneficio
gue los HFMA les pudieran suministrar en esa etapa del desarrollo. De hecho, algunas
diferencias esporéadicas, en conductancia estomatica y en Fv/Fm debidas a la inoculacion,
indicaron mayores valores en plantas no inoculadas lo que es consistente con la posibilidad

de un mayor gasto energético inicial de la planta.

Consecuentemente, estos resultados abren la pregunta acerca de la relaciéon
costo/beneficio de la inoculacion en diferentes fases de desarrollo de plantas de cacao
sometidas a estrés hidrico. Ceballos et al. (en preparacion) estudié el beneficio de la
inoculacion de plantas de yuca (Manihot esculenta Cranz.) en un campo de cultivo cercano
al vivero donde se desarroll6 la presente investigacion. Lo resultados del estudio de
Ceballos et al (en preparacion) indicaron que el beneficio de la inoculacién es claramente
negativo en plantas jovenes y se incrementa sustancialmente a lo largo del ciclo de
produccion hasta afectar positivamente el rendimiento econémico de las plantas. No
obstante, este tipo de estudios no existen en cacao ni tampoco en condiciones de estrés
por déficit hidrico lo cual reviste importancia para el cultivo de cacao en la medida en que
su etapa inicial de desarrollo sucede en condiciones de vivero, en donde es posible la
realizacion de labores culturales que incrementen la sobrevivencia de las plantas una vez

sembradas en campo. Navarro Garcia et al. (2011) lograron mejorar la resistencia a estrés
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por déficit hidrico de plantas de madrofio (Arbutus unedo L.) transplantadasa campo a

través de la inoculacién micorricica y de induccién de déficit hidrico desde etapa de vivero.

Se han determinado importantes diferencias intra e interespecificas en la funcionalidad de
los HFMA con respecto a la tolerancia de las plantas al estrés hidrico (Augé 2001). Mas
interesante auln, en experimentos en campo utilizando la especie vegetal Manihot
esculenta Cranz., sometida a estrés hidrico de forma natural, las diferencias genéticas
intra-especificas del hongo Rhizophagus irregularis mostraron ser suficientes para ejercer
un efecto diferencial y determinante en la tolerancia de la planta a este estrés, asi como el
rendimiento al final del ciclo de cultivo (12 meses) (Pefa, Thuita, et al, en preparacién).
Probablemente no es apropiado utilizar la generalizacion acerca del efecto de los HFMA
en la tolerancia de plantas a estrés por déficit hidrico y en este orden de ideas, es posible
considerar que la ausencia de efecto de la inoculacion en plantas de cacao sometidas a
este estrés, solamente aplique para el genotipo de HFMA utilizado.

Recientemente, se ha encontrado la fuerte influencia que puede tener la asociacion
micorricica en términos la tolerancia al estrés por déficit hidrico por cuenta de la produccion
de proteinas del tipo glomalina y el consecuente aumento de los agregados estables en el
suelo, lo que teéricamente resulta en una mayor capacidad de retencion de agua (Wright
and Upadhyaya 1998). No obstante, en este experimento las condiciones de vivero, en las
cuales la planta tuvo una restriccion en el desarrollo de su sistema radical (en donde el
HFMA se ubica y ejerce su mayor influencia) pudo ser determinante para la esporadica
respuesta detectada en este ensayo por cuanto i) el tiempo posterior a la inoculacion pudo
no ser suficiente para un cambio fisico del sustrato utilizado, ii) el crecimiento de hifas
extraradicales pudo ser bajo en respuesta a una baja asignacion de carbono a las hifas en
el estado fenolégico inicial de las plantas, iii) el confinamiento del sustrato y de las raices
también incluye a los HFMA que las colonizan, lo que limita el potencial de las hifas para

absorber agua desde zonas mas distantes a la rizésfera.

Con base en los argumentos anteriores y a pesar de que se ha reportado explicitamente
gue la inoculacién micorricica no influencia la respuesta de plantulas cacao al estrés por
déficit hidrico (Chibuike and Daymond 2015), no es posible generalizar sobre la
funcionalidad de los HFMA ni sobre los resultados obtenidos en este ensayo con respecto

a R. irregularis.



43

Adicionalmente, el hongo utilizado para la inoculacién fue propagado en condiciones in
vitro y el inéculo consisti6 en un gel estéril que para garantizar ausencia de otros
microorganismos. No obstante, el sustrato utilizado para el crecimiento de las plantas de
cacao no fue esterilizado, para simular las condiciones de cultivo utilizadas en la regién.
Esto implica que R. irregularis fue incorporado en un sustrato que contenia una comunidad
pre-establecida de microorganismos. Consecuentemente, el efecto de la inoculacion no
solo se puede atribuir a las caracteristicas particulares del hongo FMA, sino también como
producto de las interacciones con la comunidad de microorganismos: bacterias, hongos,
HFMA y demas componentes de la microbiota del suelo (Augé 2004) entre otros aspectos
de la ecologia microbiana.

La disminucién en el area foliar y en la biomasa en general en las plantas sometidas a
déficit hidrico es consistente con los resultados obtenidos en los otros pardmetros
descritos. En condiciones de estrés hidrico, la disminucién de la conductancia estomatica
y de Fv/Fm son limitantes de la fotosintesis (de tipo estomético y no estomatico,
respectivamente) que conducen a la disminucion en la asimilacién de carbono y formacion
de esqueletos de carbono para el crecimiento (Drake et al. 2017). No se pueden descartar
otros procesos fisioldgicos que pudieron afectar la formacion de biomasa de las plantas
como por ejemplo, la respiracion (Flexas et al. 2005). En este ensayo no se midid
respiracion ni otros parametros, que se sugiere pueden ser objeto de medicién en futuros

ensayos.

Hay algunos parametros descriptores de estrés, mas sensibles que otros para

estudiar el efecto del estrés hidrico en plantas de cacao.

La disminucion progresiva del potencial hidrico foliar en las plantas sometidas a déficit
hidrico en el tercer ensayo, no coincidié con lo hallado en el primer ensayo, en el que se
encontraron diferencias significativas al dia siguiente a la restriccion de riego. La razon de
esta diferencia es que el DVP en el primer ensayo fue casi el doble del DVP en el tercer
ensayo en tanto que el potencial hidrico atmosférico fue dos veces mayor en el primero
con respecto al tercer ensayo. Asi, la tension hidrica a la cual estaba sometido el xilema
en las plantas del primer ensayo era mucho mayor y la transpiracién en el tercer ensayo
mucho menor. En conjunto, esto implicé un estado hidrico menos variable (sensible) en las

plantas del tercer ensayo aun cuando la disponibilidad de agua en el suelo fuera baja.
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La conductancia estomatica en los tratamientos previos se midi6 inicialmente a los 13y 21
DDRR con resultados contrastantes entre plantas con un suministro de agua diferente.
Este resultado evidencio la necesidad de realizar mediciones de este pardmetro en un
lapso de tiempo menor, que para el tercer ensayo fue de 7 DDRR (58 DDS). La disminucién
de la conductancia estomética refleja la alta sensibilidad de los estomas a la disponibilidad
de agua en el suelo y confirma un patrén isohidrico en respuesta al estrés por déficit hidrico
gue podria incluir un componente hidropasivo en el cierre estomatico en cacao (Garcia
Lozano, 2014) De hecho, a los 7 DDRR (58 DDS) la conductancia estomatica fue menor
a 50 mmol H,O m?2.s? lo que corresponde a la tercera fase de estrés por déficit hidrico
(estrés severo) caracterizada de forma general por el debilitamiento de la capacidad
fotosintética causada por dafio enzimético, disminucién del contenido de proteinas y
clorofilas y comienzo de re-movilizacion de nutrientes (Aroca 2012) . Por lo tanto, estos
parametros pueden ser objeto de medicion en futuros ensayos.

De hecho, el rapido cierre estomético esta asociado con la disminucion en la pérdida de
agua por transpiracion estomatica, lo que sumado al bajo DVP (y alto potencial hidrico
atmosférico) pudieron disminuir la pérdida de agua por transpiracion (cuticular y
estomatica), lo que también explica las diferencias en el potencial hidrico foliar de las
plantas sometidas a déficit hidrico del tercer ensayo con respecto al primero. En conjunto,
los resultados sugieren que la transpiracién estomatica estuvo determinada principalmente
por el potencial hidrico en el suelo mientras que la transpiracién cuticular lo estaria por la
variacién en la demanda evapotranspirativa (Mishra and Cherkauer 2010) y esto, puede
resultar en diferencias en el estado hidrico de las plantas, reflejadas en el potencial hidrico.
Garcia Lozano, (2014), también encontré que las plantas de cacao pierden agua con

relativa facilidad debido al poder evaporante de la atmdsfera.

En los experimentos anteriores el Fv/Fm parecié no ser muy sensible para establecer si
las plantas sometidas a restriccién de riego presentaban una condicion de estrés. La Unica
excepcién se presentd cuando las plantas tenian 7 meses de edad (mayor area foliar para

transpiracion) y el DVP era alto.

Las plantas utilizadas en el tercer ensayo eran jovenes. Al finalizar el experimento las
plantas tenian una edad de 79 dias, es decir, una edad muy similar a las plantas jévenes
del primer ensayo en las que tampoco se evidencié efecto del estrés sobre el Fv/Fm, lo

gue corrobora los resultados. Alternativamente se evaluaron otros indices de estrés
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calculados a partir de la fluorescencia de la clorofila. De estos, el indice de vitalidad con
base en la absorcién de energia (Plas) y €l indice de vitalidad con base en los procesos
de absorcién, atrapamiento de electrones y flujo de electrones (Plwwa) (Stirbet and
Govindjee 2011) fueron mas sensibles que Fv/Fm, de forma particular, al final del periodo
evaluado (28 DDRR (72 DDS)). La sensibilidad de los indices de vitalidad al déficit hidrico
con respecto al Fv/Fm ya ha sido reportada previamente en trigo (Triticum aestivum L.)
( Gi v | & ROO® € incluso se consideran mas apropiados para evaluar el efecto de la
inoculacion con HFMA (Tsimilli-Michael and Strasser 2008). Por tal razon, en los capitulos
posteriores se presentan los resultados incluyendo estos parametros.

En plantas sometidas a restriccion de riego, el P tuvo una concentracion menor a nivel de
tejido foliar. EI P se absorbe por contacto fisico/directo con las raices y se mueve en el
suelo por difusion (Marschner 2011). Al agotarse el agua, el proceso de difusion se vuelve
lento y la zona de agotamiento se incrementa (Smith 2002). La ausencia de efecto de la
inoculacion con hongos FMA podria atribuirse a que, en el suelo de las plantas no
inoculadas, las raices también pudieron encontrarse colonizadas de forma natural con
otros HFMA. Esto debido a que el sustrato no estéril estaba conformado por suelo
proveniente de una finca en la que se produce cacao cuya rizésfera contiene los géneros
Scutellospora sp., Gigaspora sp., Rhizophagus sp., Acaulospora sp., Glomus sp. v,
Claroideoglomus sp., (Cardenas 2017). En el mismo tipo de suelo Ordofiez, (2016), inoculé
plantas de yuca (Manihot esculenta Cranz.) con el mismo tipo de in6culo utilizado en este
capitulo determinando que la riqueza de la comunidad intraradical de HFMA aumenté y
gue hubo una fluctuacién en la abundancia de las especies de HFMA (Ordofiez et al,
sometido). Si bien existen procesos de seleccion dirigidos por alguno de los dos simbiontes
(planta u hongo) (Davison et al. 2011; Opik and Moora 2012) (lo que no permiten extrapolar
estos mismos resultados a cacao), es posible que los hongos presentes en el sustrato

también hubieran contribuido a la absorciéon de P.

Chulan & Ragu, (1986) evaluaron plantas de cacao inoculadas con HFMA en sustrato
estéril y no estéril encontrando que estos hongos favorecen la absorcién de P y el
crecimiento pero con diferencias significativas mas evidentes en sustrato estéril. En
contraste, Chibuike & Daymond, (2015) no encontraron efecto de la inoculacion de HFMA
en un sustrato aparentemente inerte. Las diferencias entre los experimentos descritos y
los resultados obtenidos en esta investigacion radican en que en las tres investigaciones

se estudiaron diferentes genotipos de cacao y de HFMA. Chulan & Ragu, (1986) utilizaron
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una mezcla de Gigaspora spp. y Gigaspora margarita, Chibuike & Daymond, (2015)
utilizaron una mezcla comercial (Rootgrow™) de cinco especies no definidas de HFMA y
dos de hongos ectomicorricicos, en tanto que en la presente investigacion se utilizé un
producto comercial que contiene exclusivamente una cepa R. irregularis aislado en

Canada.

Asi, las diferencias interespecificas podrian explicar las diferencias en los resultados
obtenidos en los diferentes experimentos. De hecho, Droh et al. (2016) compararon el
efecto de la cepa SC3 (aislada en Suiza) con indculos provenientes de zonas cacaoteras
de Costa de Marfil y la mezcla de estos sobre el crecimiento de plantas jévenes de cacao
sembradas en sustrato estéril. Los autores encontraron claras diferencias entre los
diferentes tipos de indculo. De forma similar, Rini et al (1996) realizaron el mismo tipo de
evaluacion pero con sustrato no estéril y utilizando como inéculo Glomus mosseae,
Scutellospora sp. Acaulospora sp. y su mezcla. Los autores también encontraron
diferencias a nivel de crecimiento y nutricion (P, K, Ca 'y Mg).

Adicionalmente, se ha encontrado que las diferencias funcionales intraespecificas pueden
ser mayores que las interespecificas tanto a nivel de condiciones de laboratorio e
invernadero (Munkvold et al. 2004) como de campo (Ceballos, en preparacién y Pefia, en

preparacion). No obstante, este aspecto no se ha evaluado aun en plantas de cacao.

Elincremento de la concentraciéon de K foliar en plantas inoculadas, sometidas a restriccion
de riego es consistente con dos de los mecanismos que se han identificado en plantas
micorrizadas para tolerar el déficit hidrico (Fernandez-Lizarazo and Moreno-Fonseca 2016)
(Anexo B). El primero es el mejoramiento de la nutricibn de aquellos nutrientes que
contribuyen a tolerar el estrés (Al-Karaki 2006; Asensio et al. 2012) y el segundo consiste
en el ajuste osmotico que contribuye a disminuir el potencial hidrico en la planta para
facilitar la absorciéon de agua desde el suelo (Wu and Xia 2006; Sharma et al. 2017). En
cacao, el K ha sido reconocido como un osmolito compatible que contribuye al ajuste
osmotico en situaciones de déficit hidrico (Almeida and Valle 2008). Garcia Lozano, (2014)
asocio esta respuesta a un componente hidroactivo de la respuesta estomatica al estrés
por déficit hidrico. Este resultado es de particular importancia por cuanto, es la primera vez
gue reporta el efecto de la inoculacién con HFMA sobre el incremento de la concentracién

de K en hojas de plantas de cacao sometidas a déficit hidrico y porque el K es el ion que
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probablemente hace la mayor contribucion a la osmolaridad del jugo celular
(Premachandra and Joly 1992).

La disminucién de la concentracion de S en plantas inoculadas encontrada en esta
investigacion coincide parcialmente con los resultados obtenidos por Sieh et al., (2013).
Estos autores encontraron que, a bajas concentraciones de P en sustrato estéril, la
concentracion foliar de S en Medicago truncatula fertilizada con S, fue menor que la de
plantas no inoculadas pero fue mayor que la de plantas inoculadas sin fertilizacion con S.
Esto supone la existencia de un balance P/S en plantas micorrizadas. En el presente
experimento, dicho balance pudo afectar la absorcién de S en plantas inoculadas por
cuanto la inoculacién pudo cambiar la estructura de la comunidad de hongos HFMA
(Ordofiez 2016) y modular la absorcion de S (Allen and Shachar-Hill 2009). Sin embargo,
a la fecha no existen experimentos que caractericen este balance en cacao y por lo tanto
esto debe ser objeto de futuras investigaciones.

Tanto el vigor como el area foliar se disminuyeron de forma significativa alrededor de un
mes después de la restriccion de riego lo que obedece a limitaciones en la fotosintesis,
debidas al estrés hidrico (Aroca 2012). El vigor de las plantas inoculadas y sometidas a
restriccion de riego disminuyd con respecto a las no inoculadas lo que es consistente con
la posibilidad de que las plantas inoculadas deban suplir un mayor costo energético y
reasignacion de sus esqueletos de carbono (Jha et al. 2014), sin embargo, estos resultados
no se pueden generalizar dada la creciente evidencia de que genotipos diferentes de R.
irregularis pueden inducir respuestas diferentes en las plantas hospederas, por tanto, esta

posibilidad debe ser objeto de ensayos posteriores.
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4.5 Conclusiones

De forma consistente, la conductancia estomética de plantas de cacao en etapa de vivero
disminuye rapidamente con la restriccién de agua en el sustrato o con la disminucién del
potencial hidrico de la atmdésfera. No obstante, el estado hidrico de la planta depende,
entre otros factores, de la magnitud de su area foliar. A mayor area foliar y bajo condiciones
de déficit hidrico, se incrementa la evapotranspiracién debida a la transpiracion cuticular,
aun cuando los estomas estén cerrados. Este efecto se agudiza con la disminucion del

potencial hidrico de la atmdsfera y con el aumento del DVP.

Consecuentemente, los parametros que pueden indicar disminucion del estado hidrico de
las plantas en respuesta al déficit hidrico, como el potencial hidrico foliar, las clorofilas y
algunos pardametros de fluorescencia de la clorofila, pueden también variar en funcion del

potencial hidrico de la atmdsfera, del DVP y del area foliar de las plantas.

La restricciéon de riego indujo un proceso de limitacion estoméatica y no estomética de la
fotosintesis. La limitacién estoméatica pudo suceder en el lapso de unas pocas horas y
permanecer asi por varias semanas. La limitacion no estomatica indicada por el contenido
de clordfilas y por los pardmetros de fluorescencia de la clorofila a sucedieron en un lapso

mayor de tiempo.

El Plow €s un parametro de fluorescencia que parecid ser mas sensible para la
identificacion del estrés en plantas sometidas a déficit hidrico, en campo, por cuanto
incluye en su célculo los procesos de absorcidn de energia, atrapamiento y transporte de
electrones a diferencia del Fv/Fm que solamente incluye a los procesos de absorcion de

energia.

La variacion en la concentracion foliar de P, S y K en funcién del déficit hidrico, de la
inoculacion y de su interaccién, respectivamente, sugieren que la imposicion de estas
condiciones al sistema sustrato-planta-atmésfera, podria modificar fenémenos de

movimiento de nutrientes en suelo, asignacién de esqueletos de carbono y osmoregulacion

La disminucién en el area foliar, en la biomasa y en el vigor de las plantas sometidas a
déficit hidrico es consistente con las limitaciones estomaticas, no estomaticas y con

limitaciones nutricionales como la del P.
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En estos ensayos, la inoculacion de las plantas de cacao con HFMA indujo efectos
esporadicos disminuyendo el potencial hidrico, la conductancia estomatica y la
concentracion foliar de K y S. Estos efectos esporadicos pudieron estar asociados a la
relacion costo/beneficio de la asociacion, a la relacion entre nutrientes al establecimiento
de la simbiosis, a cambios en la asignacién de esqueletos de carbono, al genotipo del

hongo MA, al genotipo de la planta de cacao y a su interaccion.
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4.6 Informacion suplementaria

Tabla S 4.1. Andlisis del sustrato utilizado en el ensayo uno.

" CE co | N ca | kK | mg | Nna [ A1 | cice | cic
P ds/m Y% meq / 100g

5,6 ns 337 | 0,20 | 421 | 017 | 1,37 | 0,03 [ 0,00 | 578 | ns
ns: no selicitade

P | s | cu | Fe | Mn [ zn | B ar | L | a

Textura
mg / kg
31,0 | 200 | 0,67 | 153 | 483 | 264 | 0,15 16 | 20 | se FA

Los resultados corresponden dnicamente 2 las muestras suministradas por el usuarie v znalizadas en el lzboratorio

vol um®trica

Humedad
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Figura S 4.1. Curva de tensién de humedad del sustrato utilizado en los ensayos de este

capitulo.



51

Tabla S 4.2. Efecto de la edad de la planta de cacao y de la restriccion de riego sobre la
humedad del sustrato. Ensayo uno, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA
de doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** =
p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo.

DDRR Edad de la planta Riego Edad x Riego
Todo el periodo 13,56* 217,82%* 1,91 ns
Interaccion con el tiemp 9,64** 41,70%* 5,63**
Efecto del tiempo 38,17*+*

DDRR: Dias después de restriccion de riego

Tabla S 4.3. Efecto de la edad de la planta de cacao y de la restriccion de riego sobre la
conductividad estomética. Ensayo uno, n=4. Los datos representan los resultados del
ANOVA de doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001,
** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los factores
individuales los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

DDRR Edad de la planta Orden Riego Orden Edad x Riego
21 1,4ns 5,22* Con riego>Sin riego 0,22ns

Tabla S 4.4. Efecto de la edad de la planta de cacao y de la restriccion de riego sobre el
potencial hidrico foliar. Ensayo uno, n=4. Los datos representan los resultados del ANOVA
de doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** =
p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los factores
individuales los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

DDRR Edad de la planta Orden Riego Orden Edad x Riego
1 0,71ns 11,36 Con riego>sin riego
16 1,72ns 33,23**  Con riego>sin riego 0,86ns
Todo el periodo 0,89ns 55,62%%* 1,09ns
Interaccién con el tiempo 1,32ns 1,89ns 2,73ns

Efecto del tiempo 18,86**
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Tabla S 4.5. Efecto de la edad de la planta de cacao y de la restriccion de riego sobre el
indice de clorofilas. Ensayo uno, n=8. Los datos representan los resultados del ANOVA de
doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01,
* = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los factores individuales
los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

DDRR Edad de la planta Orden Riego Orden Edad x Riego
8 15,39** 7 meses>2 meses 0,14ns 0,84ns
16 22,02%* 7 meses>2 meses 17,23  Con riego>sin riego 17,02**
Todo el periodo 40,04%* 5,44 4,78*
Interaccién con el tiempo 0,47ns 2,69ns 3,00ns
Efecto del tiempo 0,51ns

Tabla S 4.6. Tabla S 4.6. Efecto de la edad de la planta de cacao y de la restriccion de
riego sobre la Fv/Fm. Ensayo uno, n=4. Los datos representan los resultados del ANOVA
de doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** =
p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los factores
individuales los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

DDRR Edad de la planta Orden Riego Orden Edad x Riego

1 0,77ns 4,35ns 0,002ns
5 0,16ns 2,55ns 0,26ns
8 0,28ns 0,01 0,14
12 7,58* 2 meses>7 meses 4,26ns 11,11%
13 3,5ns 1,06ns 0,876ns
14 2,77ns 1,15ns 2,61ns
15 0,008ns 1,85ns 2,81ns
16 0,4ns 5,24ns 0,23
21 1,89ns 6,35*  Con riego>sin riego

Todo el periodo 4,6ns 7,06* 4,47ns

Interaccion con el tie 3,14ns 2,46ns 3,04ns

Efecto del tiempo 34,19**
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Tabla S 4.7. Efecto de la edad de la planta de cacao y de la restriccion de riego sobre el
area foliar. Ensayo uno, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA de doble
via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01, * =
p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los factores individuales los
resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

DDRR Edad de la planta Orden Riego Orden Edad x Rieg:
1 8,13 7 meses>2meses 0,01 1,75
16 4,14 0,04 0,95
Todo el periodo 5,56* 0,11ns 0,58
Interaccién con el tiempo 1,07ns 0,62ns 2,16ns
Efecto del tiempo 0,0028ns

Tabla S 4.8. Efecto de la edad de la planta de cacao y de la restriccion de riego sobre el
namero de hojas. Ensayo uno, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA de
doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01,
* = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los factores individuales
los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

DDRR Edad de la planta Orden Riego Orden Edad x Rieg:
1 2,83ns 0,14ns 0,01ns
16 1,7ns 0,05ns 0,21ns
Todo el periodo 2,25ns 0,003ns 0,07ns
Interaccién con el tiempo 0,33ns 3,24ns 1,93ns
Efecto del tiempo 6,85*
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Figura S 4.2. Potencial hidrico de la atmésfera a los 24 DDRR (64 DDS). Ensayo dos.
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Tabla S 4.9. Efecto de la inoculacién y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
la conductancia estomética a los 13 DDRR (43 DDS). Ensayo dos, n=4. Los datos
representan los resultados del ANOVA de doble via (valor F). Los niveles de significancia
se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los
efectos significantes de los factores individuales los resultados se presentan de acuerdo a
la prueba Tukey (p<0.05).

Hora Inoculacion Orden Riego Orden Inoculacion x Rieg

7: 00 A.M 1,53ns 4,63ns 0,79ns
10: 00 A.M 1,04ns 15,48 Hidratadas>estresadas 1,32ns
1: 00 P.M 0,14ns 15,17* Hidratadas>estresadas 0,43ns
4:00P.M 1,04ns 5,87* Hidratadas>estresadas 0,11ns
7: 00 P.M 9,10*  Sininoculacion>Inoculacion 4,94ns 3,81ns
Todo el periodo 0,29ns 41,44+ 0,01ns
Interaccion con el tiempo  1,66ns 6,24* 0,65ns
Efecto del tiempo 25,43**

Tabla S 4.10. Efecto de la inoculacién y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
la conductancia estomatica a los 24 DDRR (64 DDS). Ensayo dos, n=4. Los datos
representan los resultados del ANOVA de doble via (valor F). Los niveles de significancia
se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los
efectos significantes de los factores individuales los resultados se presentan de acuerdo a
la prueba Tukey (p<0.05).

Hora Inoculacion  Orden Riego Orden Inoculacién x Riegt
7:00 AM 1,02ns 14,36** Hidratadas>estresadas 0,11ns
10: 00 A.M 0,21ns 34,15 Hidratadas>estresadas 0,06ns
1: 00 P.M 1,79ns 87,89** Hidratadas>estresadas 3,49ns
4:00P.M 0,32ns 25,04  Hidratadas>estresadas 0,38ns
7:00 P.M 1,31ns 2,51ns 2,17ns
Todo el periodo 1,77ns 62,43*** 0,14ns
Interaccién con el tiempo  0,33ns 26,88** Hidratadas>estresadas 0,14ns

Efecto del tiempo 16,07**
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Tabla S 4.11. Efecto de la inoculacion y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
la conductancia estomética a los 68 DDRR (98 DDS). Ensayo dos, n=4. Los datos
representan los resultados del ANOVA de doble via (valor F). Los niveles de significancia
se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los
efectos significantes de los factores individuales los resultados se presentan de acuerdo a
la prueba Tukey (p<0.05).

Hora Inoculacion Orden Riego Orden Inoculacion x Rieg

7: 00 A.M 0,01ns 73,22**  Hidratadas>estresadas 1,34ns
10: 00A.M 2,39ns 33,46 Hidratadas>estresadas 1,01ns
1: 00 P.M 0,67ns 12,36**  Hidratadas>estresadas 3,16ns
4: 00 P.M 2,54ns 12,51* Hidratadas>estresadas 0,01ns
7:00P.M 6,17* Sin inoculacién>Inoculacién 0,01lns 0,01ns
Todo el periodo 0,77ns 42,51%* 1,66ns
Interaccion con el tiempo 0,68ns 13,37** 0,96ns
Efecto del tiempo 17,64**

Tabla S 4.12. Efecto de la inoculacion y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
la Fv/Fm alos 13 DDRR (43DDS). Ensayo dos, n=4. Los datos representan los resultados
del ANOVA de doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** =
p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los
factores individuales los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

Hora Inoculacion Orden Riego Orden Inoculacion x Riego
7: 00 A.M 2,35ns 1,19ns 0,04ns
10: 00 A.M 0,04ns 0,16ns 1,19ns
1: 00 P.M 0,44ns 2,37ns 0,60ns
4:00P.M 1,16ns 1,10ns 1,02ns
7:00P.M 0,23ns 1,59ns 0,01ns
Todo el periodo 0,97ns 1,71ns 1,01ns
Interaccion con el tie 0,79ns 0,75ns 0,91ns

Efecto del tiempo 9,76
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Tabla S 4.13. Efecto de la inoculacién y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
la Fv/Fm a los 24 DDRR (64DDS). Ensayo dos, n=4. Los datos representan los resultados
del ANOVA de doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** =
p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los
factores individuales los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

Hora Inoculacion Orden Riego Orden Inoculacion x Rieg:

7: 00 A.M 1,68ns 2,32ns 0,05ns
10: 00 A.M 0,39ns 8,43*  Hidratadas>estresadas 0,72ns
1: 00 P.M 0,09ns 1,98ns 0,50ns
4:00P.M 7,54* Control>Glo 14,50  Hidratadas>estresadas 3,86ns
7: 00 P.M 0,49ns 4,56ns 0,60ns
Todo el periodo 2,66ns 18,54** 1,34ns
Interaccion con el tiempo 2,03ns 2,82ns 0,98ns
Efecto del tiempo 78,89*+*

Tabla S 4.14. Efecto de la inoculacion y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
la Fv/Fm a los 68 DDRR (98 DDS). Ensayo dos, n=4. Los datos representan los resultados
del ANOVA de doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** =
p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los
factores individuales los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

Hora Inoculacion Orden Riego Orden Inoculacion x Riego

7: 00 A.M 3,36ns 4,29ns 0,30ns

10: 00 A.M 0,47ns 9,11** Hidratadas>estresadas

1: 00 P.M 0,59ns 24,80** Hidratadas>estresadas 0,05ns

4:00 P.M 0,28ns 8,0 Hidratadas>estresadas

7:00P.M 0,01ns 19,75**  Hidratadas>estresadas 0,02ns

Todo el periodo 1,56ns 21,59** 0,52ns
Interaccién con el tiempo 0,66ns 1,60ns 0,53ns
Efecto del tiempo 0,84ns

Tabla S 4.15. Efecto de la inoculacién y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
el area foliar. Ensayo dos, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA de doble
via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01, * =
p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los factores individuales los
resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

DDS Inoculacién Orden Riego Orden Inoculacién x Riego
64 0,11ns 77,79**  Hidratadas>estresadas 0,01ns
98 0,01ns 270,83** Hidratadas>estresadas 1,17ns
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Tabla S 4.16. Efecto de la inoculacién y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
la biomasa. Ensayo dos, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA de doble
via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01, * =
p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los factores individuales los
resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

DDS Organo Inoculacién Orden Riego Orden Inoculacién x Rieg:
64 Tallo 2,85ns 74,84**  Hidratadas>estresadas 1,24ns
64 Peciolo 1,02ns 25,38**  Hidratadas>estresadas
64 Raiz 0,29ns 18,01** Hidratadas>estresadas 0,87ns
64 Hoja 0,01ns 18,76* Hidratadas>estresadas
64 Toda la planta 0,06ns 59,55*  Hidratadas>estresadas 0,61
64 Raiz/PA 0,36ns 7,49  Estresadas>hidratadas 0,12
98 Tallo 1,18ns 205,89 Hidratadas>estresadas 0,09ns
98 Peciolo 3,564ns 358,29 Hidratadas>estresadas 0,60ns
98 Raiz 1,35ns 198,78** Hidratadas>estresadas 0,85ns
98 Hoja 0,40ns 348,66 Hidratadas>estresadas 0,08ns
98 PSTotal 0,32ns 34,13** Hidratadas>estresadas
98 Raiz/PA 0,69ns 3,62ns --- 1,61ns
98 AFE 0,01ns 0,2ns --- 0,5ns

Tabla S 4.17. Efecto de la inoculacion y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
la humedad volumétrica del sustrato. Ensayo tres, n=12. Los datos representan los
resultados del ANOVA de doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi:
*** = p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes
de los factores individuales los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey
(p<0.05).

Inoculacion Riego Inoculacion x Riego
Todo el periodo 0,83ns 111,01%* 0,2631ns
Interaccion con el tiempo 0,44ns 9,36** 0,04ns

Efecto del tiempo 7,61%*
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Tabla S 4.18. Efecto de la inoculacién y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
el potencial hidrico foliar. Ensayo tres, n=4. Los datos representan los resultados del
ANOVA de doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001,
** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los factores
individuales los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

DDS Inoculacion Orden Riego Orden Inoculacién x Rieg
37 0,0063ns 0,2 3,53ns
44 0,01ns 0,03ns 2,74ns
58 0,82ns 3,37ns 0,09ns
65 0,36ns 3,79ns 2,63ns
72 0,40ns 18,30** Hidrat>No hidratadas 1,00ns
79 ND ND
Todo el periodo 0,29ns 14,86* 0,78ns
Interaccion con el tiempo  0,5ns 4,86* 3,06ns
Efecto del tiempo 6,52*

Tabla S 4.19. Efecto de la inoculacién y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
la conductancia estomatica. Ensayo tres, n=4. Los datos representan los resultados del
ANOVA de doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001,
** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los factores
individuales los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

DDS Inoculacion Orden Riego Orden Inoculacién x Riego

37 0,012ns 0,09ns 0,23ns

44 1,40ns 0,90ns 0,08ns

58 0,22ns 30,25**  Hidrat>No hidratadas 0,51ns

65 0,13ns 29,24**  Hidrat>No hidratadas 0,01ns

72 0,93ns 44,067 Hidrat>No hidratadas 0,49ns

79 1,22ns 18,33** Hidrat>No hidratadas 0,03ns
Todo el periodo 0,01ns 62,54*+* 0,23ns
Interaccién con el tiempo  0,74ns 4,29** 0,15ns

Efecto del tiempo 18,81
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Tabla S 4.20. Efecto de la inoculacién y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
la concentracion de nutrientes en la hoja. Ensayo tres, n=4. Los datos representan los
resultados del ANOVA de doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi:
*** = p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes
de los factores individuales los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey
(p<0.05).

DDS Inoculacion Orden Riego Orden Inoculacion x Riego
N 0,01ns 1,42ns --- 0,33ns
P 0,47ns 13,36** Hidrat>No hidratadi 0,47ns
Ca 1,20ns 1,52ns --- 0,59ns
K 0,23ns 0,77ns 5,67*

Mg 0,14ns 0,14ns --- 1,45ns
Cu 0,40ns 4,52ns --- 0,40ns
Fe 0,52ns 0,01ns --- 0,23ns

Mn 1,01ns 0,64ns --- 0,05ns
Zn 0,69ns 0,09ns --- 0,05ns
B 0,60ns 0,42ns 0,01ns
S 4,85* Control>Glomygel 2,27ns 2,56ns

Tabla S 4.21. Efecto de la inoculacion y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
el areafoliar. Ensayo tres, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA de doble
via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01, * =
p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los factores individuales los
resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

DDS Inoculacion Orden Riego Orden Inoculacion x Riego

37 0,9ns 0,23ns 0,07ns

44 0,04ns 0,01ns 0,45ns

58 0,01ns 0,01ns 0,04ns

65 2,87ns 16,57* Hidrat>No hidratadas 1,38ns

72 2,42ns 4,34ns 0,01ns
Todo el periodo 0,82ns 3,14ns 0,01ns
Interaccion con el tie 1,44ns 5,48* 1,03ns

Efecto del tiempo 10,66**
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Tabla S 4.22. Efecto de la inoculacion y de la restriccion de riego en plantas de cacao sobre
vigor de las plantas. Ensayo tres, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA
de doble via (valor F). Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** =
p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo. Para los efectos significantes de los factores

individuales los resultados se presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

DDS Inoculacion Orden Riego Orden Inoculacion x Riegt
37

44

58 0,27ns 0,27ns 0,16ns

65 0,12ns 4,77 Hidrat>No hidratadas 4,77*

72 0,93ns 11,85**  Hidrat>No hidratadas 1,69ns

79 0,46ns 18,31**  Hidrat>No hidratadas 0,46ns
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5.1 Introduction

Cadmium (Cd) is a non-essential and toxic heavy metal found in soil, air and water. Volcanic
eruptions (Burnfred, 2009), pedogenetic processes (Kabata-Pendias & Pendias, 2001),
forest burn-off, and wind transportation of soil particles are some of the natural sources of
cadmium. It also comes from anthropogenic sources like manufacture/processing (Adriano,
2001; Burnfred, 2009; Cordero et al., 2004; Dahiya et al., 2005; Minifie, 1999), household
appliances, transportation industry (ATSDR, 2004; USEPA, 2003) and farming (Rao et al.
2018), among others, being agriculture the major source of Cd in food products (Sharma
and Archana 2016).

Cd intake represents significant health risks for human population. Its concentration is
cumulative in tissues, and after some time it can cause renal, liver, reproductive organs and
bones damage (Harrison, 2001; Yeung and Hsu, 2005). Cd intake by humans is normally
unavoidable, especially if the intake comes from highly contaminated food (Beccaloni et al.,
2013; Chaudri et al., 2001; Nabulo et al., 2011; Nogawa et al., 1983; Reilly, 2002; Singh,
2005). High soil natural concentrations of Cd, the use of composted sludge or phosphate
fertilizers are the major agricultural inputs affecting plant agricultural productivity and

increasing levels of Cd in food (Rao et al. 2018).

Recently, global concerns regarding Cd levels in chocolate have been raised. Chocolate is
often the favorite food for children, while they are the most vulnerable population group to

any kind of heavy metal contamination in food because of its cumulative character and the



64 Estudio del efecto de diferentes lineas monospéricas de R. irregularis

changes it can cause in physiological processes (Yanus et al. 2014). Thus, the European
union (EU) has recently ruled strict limits for Cd-concentrations in several cocoa-based

products (ASTM, 2005) as a standard requirement to market them in the short term.

Chocolate is produced from cocoa beans. Cocoa (Theobroma cacao L.) is a tree originated

from the tropical rainforests in the Amer.

most important perennial crops (Beg et al. 2017). Cocoa beans are considered an
internationally traded commodity which contributes to the livelihoods of an estimated of 40i
50 million people (World Cocoa Foundation, 2010), mainly in developing countries. In many
Latin-American soils where cocoa is cultivated, Cd concentrations are high and this limits

its potential commercial use (Chavez et al. 2015).

Breeding programs for Cd resistance have been proposed as an alternative to solve this
global problem (Lewis et al. 2018). However, the life cycle of cocoa trees could considerably
lengthen breeding programs. Instead, the use of soil microorganisms such as arbuscular
micorrhizal fungi (AMF) to bio remediate or attenuate heavy metals accumulation in soils

and plants has been proposed as a plausible alternative (Kumar Yadav et al. 2018).

Roots of the majority of economically important crop plants, including cocoa (Laycock,
1945), are associated symbiotically with AMF. These important, soil fungi belong to the
Glomeromycota phylum (Schussler et al. 2001) and are important obligate symbionts of
plants that improve mineral nutrient uptake in return of plant photosynthates (Smith and
Read 2008; Smith and Smith 2011). They have been reported to alleviate Cd toxic effects
on plants by diminishing phytoextraction capacity and translocation efficiency of the metal
into the plant and by increasing biomass production (dilution effect) depending on the plant
species and/or the fungus ecotype (Chen et al 2003; Gonzalez-Chavez et al 2002; Heggo
et al 1990; Li and feng 2001; Wang, 2007)

Arbuscular mycorrhizal fungi are globally distributed and are one of the most abundant
inhabitants of below-ground ecosystems (Lee et al. 2013). Among soil microorganisms,
AMF provide a direct link between soil and roots, and can therefore be of great importance
in phytoremediation by enhancing plant tolerance, by increasing heavy metal (HM)
absorption (phyto-extraction in hyperaccumulator plants) or by decreasing HM translocation
to the shoot (phyto-stabilization in food-shoot harvestable crops) (Meier et al. 2012) .
Despite of this, numerous studies have shown highly variable responses of the AM

symbiosis on phytoremediation and plant HM stress tolerance in contaminated soils. This

cas

( Al n
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variability in results comes from differences in: i) AMF species (Rivera-Becerril et al. 2002),
i) AMF intraespecific isolates (Kaldorf et al. 1999; Redon et al. 2009), iii) plant genotypes
(Leung et al. 2010a) and iv) other experimental conditions (El-Kherbawy et al. 1989).

The potential benefits in phytoremediation from inoculating crops with AMF have been
extensively discussed, however, studies on Cd dynamics and plant tolerance in realistic
conditions have been limited, especially in tropical conditions where increasingly many
agricultural soils have become contaminated with Cd (Gonzalez 2010; Hurtado 2012). AMF
are present in almost all agricultural soils and the majority of published studies
demonstrating the effects of AMF inoculation on phytoremediation or HM plant tolerance
have been conducted in sterile soil. Thus, effective studies on AMF inoculation in cropping
systems require comparing AMF inoculated plants with non-inoculated plants in the
presence of local AMF communities. Recently, it has been highlighted the importance of
studying Cd flow and cycling within the soil-plant system as it has become globally, highly
relevant (Shahid et al., 2017). Furthermore, application of bio inoculants, particularly AMF,
has been hampered because of the lack of knowledge of their effect in real soil-plant
systems (Owen et al., 2014).

Despite the inherent complexity, current cultural practices and biotechnological advances
allow to study Cd dynamics in the soil-fungi-plant continuum. A realistic approach for
describing Cd-dynamics in mycorrhizal plants in nursery is possible as cocoa seedlings are
grown in nursery (3-5 months) and then transplanted to field while soil-fungi-plant
continuum can be maintained. Consequently, our aim was to study the temporal dynamics
of Cd in the substrate and in AMF inoculated versus non-inoculated plants at nursery,
simulating real conditions of cocoa crops in the region as well as to analyse the
physiological implications. Therefore, our research is a realistic approach that gives robust

information on Cd dynamics at nursery conditions.

5.2 Methodology

The experiment was conducted under nursery conditions at the Utopia Campus of La Salle
University (at Yopal, Casanare) in LosSAL1@dos
3166 N). The climate in Yopal is tropical wi t h

28°C (day time) and with an average air humidity of 75%.
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The AM fungus used for these experiments was Rhizophagus irregularis produced in in-
vitro AMF culture system. The commercial inoculum used was Glomygel® (http://www.
mycovitro.com). Cocoa genotype was IMC 67 (CNC, 2010). Cocoa seeds were obtained
from FEDECACAO (Cocoa research and development agency in Colombia).
Uncontaminated non-sterilized substrate was collected from the top layer (0-20 cm) at the
campus cropland. The physico-chemical characteristics of the substrate are shown in Table
S1. Soil was sieved with a 4-mm diameter sieve and then manually mixed with sand at 1:1
(v/Vv) ratio.

Individual cocoa seeds were sown directly in 3 kg-bags according to FEDECACAO
guidelines (Fedecacao, 2007). Two weeks after germination, 10 ml of mycorrhizal solution
containing 250 fungal propagules was applied to plants. Non-inoculated plants received a
mock inoculation (distilled water 10 ml). The experiment consisted of a completely
randomized 2x5 factorial design. First factor was AMF inoculation which had two levels,
with and without AMF inoculation; second factor was Cd concentration, which had 5 levels,
0 (Cd0), 3(Cd3), 6(Cd6), 12(Cd12) y 24(Cd24) mg.kg™* Cd according to Cd concentrations
found in studied Colombian cocoa fields (Gonzalez 2010; Martinez and Palacio 2010). Cd
was added as Cd(Cl).. We chose a wide range of Cd concentrations in order to have a
broader understanding of the interaction.

Plants were watered three times a week at 80-90% water holding capacity (WHC) of the
substrate to avoid Cd leachates. In scarce cases, when it happened, leachates were
collected and added back to its bag, as the nursery design allowed it. 45 days old seedlings
were fertilized according to cocoa seedlings nutritional requirement (Ferndndez et al, 2016).

Fifty percent of phosphate was applied.
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Measurements and analytical determinations.

All substrate, plant and fungal parameters were measured at four successive time points
throughout the experiment (5, 9, 13 and 17 weeks after sowing). Physiological
measurements were carried out between 4:00 am and 10:00 am before destructive

measurements by each time point. One plant (pot) was considered one experimental unit.
Mycorrhizal colonization determination

Total AMF colonization in roots was measured in
was carried out according to Vierheilig et al. (1998a). Percentage of root colonization was

determined by the grid line-intersect method (Giovannetti and Mosse 1980) in 6 plants per

treatment by time point.

Plant growth and determination of physiological properties

Shoot height, root length, stem diameter, leaf number and dry biomass were measured in
six experimental units per treatment per time point. Root specific length (RSL) was
calculated as a quotient between root length and root dry weight. Chlorophyll index and
stomatal conductance were measured twice on the third fully expanded leaf of three plants
using chlorophyll meter (CM-1000 Spectrum, USA®) and steady state diffusion porometer
(CS-1 Decagon Devices®) according to the manufacturer s
fluorescence parameters were measured in one leaf of three plants per treatment per time

point with a fluorometer (Handy PEA Hansatech®).
Cd uptake and translocation

Dried samples of six experimental units (separated by roots, stems and leaves) were
grounded in a stainless mill and ignited at 450°C till constant weight, the residue was
dissolved in HNO3 (2.5 %) and the total Cd concentrations in the resulting solutions were
then determined by atomic absorption (AA) spectrometry with flame atomization using a
Thermo Scientific ice3000 Series AA spectrometer. For the first sampling due to the small
size of seedlings, two plant samples were pulled by each organ for the determination of the
total Cd content, for a total of 3 repetitions for each treatment. Cd content by organ was
estimated by multiplying organ concentration (mg.kg™) by organ dry weight (kg). Total (root,
stem and leaves) and shoot (stem and leaves) Cd contents were estimated as the sum of

Cd content in respective organs, whereas total and shoot Cd concentrations were estimated
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as the ratio between Cd content and biomass. Cd absorption efficiency was estimated as
total Cd content/root biomass (Wang, et al., 2007) and translocation efficiency was

estimated as shoot Cd concentration/root Cd concentration (Wang, et al, 2007).
Substrate Cd measurements

The substrate samples were dried, ground and passed through a 2-mm mesh. A 3 g aliquots
of sampled substrates were extracted with a digestion on Aqua Regia (International
Organization for Standardization 1995). The resulting solution was filtered and resolved in
HNOs 2.5%.

Substrate Cd fractionation

The determination of Cd concentration in different substrate fractions, in order to evaluate
the mobility, availability and persistence of Cd in the system, was done by a maodified four-
step sequential extraction scheme, proposed by the Community Bureau of Reference
protocol (BCR) describedinTo k al i o Y1 u . khé metal contelft & th@ éxtjacts was
measured by atomic absorption spectrometry.

Statistical analysis

Data were analyzed using the JMP® statistical discovery software (Statistical Analysis
Systems Institute, version 11). Prior to ANOVA, all data were checked for normality and
homoscedasticity. When needed, variables were transformed using logarithmic or
trigonometric functions. To test for significant differences in the effects of Cd, AMF
inoculation and their interaction were then analysed using a two-way ANOVA; post-hoc
comparisons were performed using a Tukey HSD test. A non-parametric Kruskal-Wallis
ANOVA was used to analyze variables that did not meet the ANOVA assumptions even
after transformation, followed by a post-hoc Z-value test. The effects of the main factors
and their interaction on all plant and mycorrhizal parameters are summarized in tables
presented as supplementary information (Tables S5.11 S5.12). A linear regression analysis

was used to explore the relationships between vari

5.3 Results

All measured parameters showed significant variation in response to Cd, AMF or combined
treatments, and these responses changed dynamically through sampling times. The

highest contrasts were observed between CdO and Cd12 at 5 and 17 weeks after sowing



69

(WAS). All cocoa AMF inoculated plants sown at Cd24 died before 17 WAS. Consequently,
here, the most representative results are shown and detailed information is included in

supplementary information section.
Cd dynamic in substrate

Substrate used mimicked to that used by local farmers which is characterized to be a sandy
loam having low pH, organic matter and cationic exchange capacity (Table S5.1). After Cd
stabilization period, total Cd concentration in substrate were found to be highly correlated
with Cd initially added to each treatment (Table S5.2 and Figure S5.1).

Total Cd concentration in  substrate consistently followed the  order
Cd24>Cd12>Cd6>Cd3>Cd0 throughout the evaluation period (Table S5.3). There was no
statistical difference among inoculation treatments when considering all substrate Cd
treatments. Interaction between inoculation and Cd treatments was only significant at Cd12
in 17 WAS (Figure 5.1a and Table S5.3). At this time point, although total substrate Cd
concentration tended to be lower than that of 5 WAS in both inoculation treatments, only
the substrate of inoculated plants had significant lower total Cd than non-inoculated ones
(18%).
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Figure 5.1. Effect of Cd amendment and AMF inoculation in total and extractable Cd in
different substrate fractions in 5 and 17 WAS. a) Total Cd in subtrate; b) Cd concentration
in fraction 1 (soluble); c¢) Cd concentration in fraction 2 (reductible); d) Cd concent ration in
fraction 3 (oxidable); e) Cd concentration in fraction 4 (residual), n=6. Columns represent
the means (= SE). Columns marked by different letters are significantly different according
to Tukey HSD test (P<0.05).
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Regardless inoculation treatment, Cd concentration among different substrate fractions
followed the order F2>F1>F3>F4 (Figure 5.1b-e). Majority of significant differences was
found among Cd treatments throughout evaluation period (Table S5.4). Although Cd
concentration in soluble fraction was similar in all Cd12 treatments at 17 WAS (Figure 5.1b),
reducible and oxidable fractions followed the same pattern to that of total Cd concentration
in substrate (Figure 5.1c-d). Cd concentration in residual fraction was significantly higher
not only over time, but also between inoculation treatments. Substrate of non-inoculated
plants contained more Cd in residual fraction than that of inoculated plants at 5 and 17 WAS
(Figure 5.1e).

Cd Dynamic in plant and root colonization

A direct significant relationship was found between Cd concentration in substrate and Cd
concentration in leaves, steam, roots, shoot and total Cd in substrate (table S5.5 and S5.6).
Particularly, in Cd12 at 5 WAS, total plant Cd concentration significantly increased (21%)
and Cd translocation efficiency was significantly higher when plants were inoculated (figure
5.2a-b). The same was true for Cd translocation efficiency at 13 WAS regardless Cd level
(table S5.6). In Cd12 at 17 WAS no significant differences were found in Cd concentration
and translocation efficiency between inoculated and non-inoculated plants (figure 5.2a-b).
However, at 13 WAS absorption efficiency was significantly lower in inoculated compared
to non-inoculated plants in Cd12 and Cd24 (Figure 5.2c and table S5.6).

[ Ter— a a
o4 | 3 imocusedweek 17 aab -

R ronhoculated week 5
0 monnoculated week 17

Cd (mg kg-1) in plant
Translocation efficiency
e o
E abs. (mg.g")

Figure 5.2. Effect of Cd amendment (Cd12) and AMF inoculation on Cd in plant. a) Plant
Cd concentration; b) Cd trasnlocation efficiency; c) Absortion efficiency at 13 WAS, n=6.
Columns represent the means (x SE). Columns marked by different letters are significantly
different according to Tukey HSD test (P<0.05).
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AMF root colonization percentage changed in response to Cd and AMF inoculation. Initially
(5 WAS) , root colonization was found to follow th
it largely shifted to Cd30Cd0=Cd6=Cd24OMEd12 at 9 \
root colonization was higher in inoculated plants (table S5.7). At 5 WAS, increasing Cd
concentration in substrate decreased colonization in non-inoculated plants but increased in
inoculated plants (Figure 5.3a). Interestingly, at CdO AMF colonization remained similar for
inoculated and non-inoculated plants, meanwhile at Cd12 root colonization of non-
inoculated plants significantly increased from 5 WAS (2,46%) to 17 WAS (15,29%) while,

at the same period, root colonization remained similar for inoculated plants (12,26% to
12,58%) (Figure 5.3b).
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Figure 5.3. Effect of Cd amendment and AMF inoculation on root colonization percentage.
a) in 5 WAS at all evaluated Cd concentrations and b) in WAS 5 and 17 at CdO and Cd12,
n=6. Columns represent the means (x SE). Columns marked by different letters are
significantly different according to Tukey HSD test (P<0.05).

Physiological, morphological and growth responses

Chlorophyll index and stomatal conductance decreased as Cd treatment increased. For
chlorophyll index at 5 and 9 and for stomatal conductance, at two first sampling times.
Stomatal conductance was higher in inoculated plants than in non-inoculated ones

regardless Cd treatment only at 9 WAS (table S5.8 and S5.9). With regard to fluorescence,
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performance index, efficiencies and energy fluxes they decreased whilst DIo/CSm
increased when Cd l evel s increased throughout
ETo/CSm, REo/CSm and performance index were positively influenced by AMF inoculation
regardless Cd level only at 5 WAS. Interestingly, at 5 WAS AMF inoculated plants yielded
lower DIo/CSm but it turned to be higher than non-inoculated plants at 9 WAS (table S5.10).

Height, leaf number and stem diameter tended to decrease with high Cd levels, mainly at
Cd12 and Cd24. At5 WAS, Cd amended and inoculated plants shown lesser stem diameter
than non-inoculated ones. Root length was not significantly affected neither by Cd nor AMF
inoculation (table S5.11).

Total and organ plant weight decreased as Cd levels increased. At 13 WAS, inoculated
plants showed higher root dry weight and lower stem dry weight than non-inoculated plants,
particularly in Cd24 (table S5.12). Root to shoot ratio decreased as Cd level increased at 9
WAS, but it shifted to an opposite pattern at 13 WAS (Figure 5.4a-b and table S5.12).
Inoculated plants had higher root to shoot ratio at 5 and 13 WAS. RSL was high at higher
Cd levels from 9 to 17 WAS but it was lower in inoculated plants, specifically in Cd12 and
Cd24 at 13 WAS (table S5.12).

a a b I non-inoculated
[ Inoculated
1.0 4
0,8 4 a
I Inoculated week 5 I
[ Inoculated week 17 0,8
- 064 I non-lnoculated week 5 -
g " [ non-Inoculated week 17 g
= b 5 b
2 S 06
5 2
= 044 o
bbphb b 04 . c
cd d cd
c (o
0.2 od cd
v-l N ﬂ I i d
0,0 - 0.0 : T : T i.

Cdo cdiz Cd0 Cd3 Cdb Cd12 Cdz24
Cd concentration Cd treatment

Figure 5.4. Effect of Cd amendment and AMF inoculation on root/shoot ratio. a) in WAS
13 at Cd0 and Cd12 and b) all Cd treatments at WAS 13, n=6. Columns represent the

means (x SE). Columns marked by different letters are significantly different according to
Tukey HSD test (P<0.05).



74 Estudio del efecto de diferentes lineas monospéricas de R. irregularis

5.4 Discussion

Cd in substrate cocoa plants inoculated with AMF

Cd substrate concentration decreased when AMF inoculation was performed indicating that
Cd moved from substrate to plant. Also, no Cd leakage was allowed and depletion process
was recorded only 17 WAS at Cd12 which indicates that this is a relatively slow process.
Similar pattern of depletion in reductible and oxidable fractions (Figures 5.3a-e) indicates
that Cd absorption in inoculated plants also decreased Cd allocation to these fractions.
Roots of inoculated plants were bigger than non-inoculated plants, thus, inoculated plants
explored a wider substrate space and absorbed more Cd in comparison with non-inoculated

ones.

Progressive Cd adsorption to residual fraction in substrate is consistent with reports in
Oliveira et al. (2003) and Tokalioglu et al. (2000). They described how Cd increased in
residual fraction throughout the time as a consequence of Cd binding to more stable
crystalline forms. More depletion of Cd in fraction F2 and higher Cd concentration of
inoculated plants (especially for Cd12 and Cd24) indicates that in inoculated plants Cd
absorption is bigger that non-inoculated plants. This prevented a Cd greater stabilization
from inoculation treatments which explains a smallest concentration present in F4 for

inoculated plants.

Total heavy metal contentdon ot provi de enough i nformat:i

give information on the different chemical forms, mobility, bioavailability or potential risk
within the agro-system (Nemati et al, 2011). Therefore, metal speciation analyses on
substrate is a better way to establish information about the dynamics of the metal in a given
environment (Roberts et al. 2005). In this work we decided to use the BCR recommendation
for acid substrates as it would be more suitable for the substrate and system used in the
experiment as well as being the best way to compare our results with the already reported

ones.

Most of Cd was found in fractions F1 and F2, where Cd is more available for plants. These

results match with what has been previously reported by Wali et al (2014). They found that

on

about
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Cd is weakly bound to the substrate at the more exchangeable fractions making Cd
available for plant absorption. Our results indicate that Cd increased in residual fraction
throughout the time, mainly in non-inoculated plants. Thus, less Cd was available/absorbed

in non-inoculated cocoa plants.

There was non-detectable Cd presence, by the used method, at the used substrate (table
S5.2). This made the substrate suitable for an acute exploration of Cd dynamics in the
system substrate-AMF fungi-plant. It does not mean that low Cd concentrations could be
present in the substrate but they would not be detected with instrumental methods used for
Cd analysis (Limit of Quantification, LOQ = 0.35mg Cd.kg™)

Cd and AMF inoculated cocoa plants

Our results indicate that longer roots of inoculated plants may have caused a greater Cd
uptake, which explains also the higher Cd concentrations in those plants. Cd movement
from root to shoot was also higher in inoculated plants (Figure 5.2a-b and table S 5.6) at 5
WAS. Additionally, root Cd concentration was lower in inoculated plants (17 WAS) (table
S5.6) indicating that Cd movement from root to shoot was permanent throughout the
experimental time. Cd translocation from root to shoot modified the absorption efficiency
because, as root had less Cd concentration, their growth was higher and the rate of Cd
absorption per gram of biomass decreased (Figure 5.2¢).

Most plants limit shoot Cd accumulation by restricting Cd movement to the xylem through
both the symplasmic and the apoplasmic pathways (Lux et al. 2011). Thus, according to
Lux et al (2011), symplasmic pathway is based on phytochelatins and vacuole sequestering
at root cells whilst apoplasmic pathway is based on accelerated maturation of the
endodermis (Casparian bands, suberin lamellae, and lignification closer to the root apex).
Mycorrhizal association changes root anatomy (Odigie and Eziashi 2013) and endodermis.
It is important noting that endodermis is important in coordinating signals to regulate root
growth and responses to biotic and abiotic stimuli (li et al. 2014). Therefore, it is reasonable
to consider that inoculated AM fungi could modify root anatomy or functioning of the
endodermis which is spatially important at Ca and Mg transference into the stele (Peterson
and Enstone 1996). As Ca and Cd have similar atomic radius (Ellen and Costa 2010), Cd
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transfer to the stele (and to the shoot) could be facilitated. Further experiments are needed

to confirm this.

Chlorophyll index reflects a real time chlorophyll content (Parry et al. 2014) and stomatal
conductance indicates the stomatal opening (Gimenez et al. 2005). Both parameters
decreased as Cd increased since at 5 and 9 WAS (table S5.8) (13 and 17 WAS are not
available for technical reasons). Chlorophyll and stomatal conductance are reported to be
extremely sensitive to Cd stress (Murtaza et al. 2016; Shanying et al. 2017). This result
indicates that cocoa plants were stressed from the beginning of the evaluation period when
subjected to Cd stress. Although several reports show that AMF contributes to alleviates
Cd stress (Rivera-Becerril et al. 2002; Hashem et al. 2016a, 2016b) and avoid chlorophyll
decreasing or stomatal closure (legang et al. 2007; Ying et al. 2010; Chen et al. 2011;
Dominguez et al. 2011), here there was no evidence of this for cocoa plants. Further
research is needed to understand how Cd affects chlorophyll synthesis or degradation or

how it induces stomatal closure in cocoa plants.

Maximum quantum vyields, f or pri mary p hd indicath thenefficiencyy of
photosystem Il (PSII) for trapping energy and reduce pheophytin and Qa*. The quantum
yield for electron transport ((igo) indicates the efficiency of PSII for transporting electrons
further Qa. In addition, quantum yield for reduction of photosystem | (PSI) end-electron
a c c e p t ) lindicatésithe efficiency of PSI for reduce NADP* (Stirbet and Govindjee
2011). These three parameters decreased when Cd increased from the beginning of the
stress until the end of experiment, i.e. from 5 WAS to 17 WAS (13 WAS is not available for
technical reasons). Consequently, absorbed photon flux per cross-section (ABS/CSo),
maximum trapped exiton flux per excited cross-section (TRo/CS), electron transport flux
from Qa to Qg per excited cross-section (ETo/CS) and electron transport flux until PSI end-
electron acceptors per cross-section (REo/CS) significantly decreased as Cd increased.
Finally, energy dissipation per cross-section (DIo/CS) significantly increased as Cd
increased. In general, low PSIl efficiency, low photochemical energy flux, low NADP*
reduction and an increasing general energy for dissipation all over photochemical phase
occurs when Cd stress increase. Therefore, Cd stress induced a low performance index for

energy conservation from energy absorption to PSI end-electron acceptors reduction. Very

4 Quinone A
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similar results were found in other species (Dezhban et al. 2015; Siliang et al. 2015; Paunov

et al. 2018) but this is the first report for cocoa plants under Cd stress. .

Arbuscular mycorrhizal fungi inoculation had a positive effect on electron transport. Qa
(ETo/CSm ), PSI end-electron acceptors reduction (efficiency ( Ro) and f | ux
resulted in a better Plita. This result shows that inoculated AMF had a positive and localized
effect in electron transport chain of thylakoid membrane, particularly after Qa oxidation.
However, this effect was only apparent at 5 WAS, indicating that cumulative effect of Cd
could not be alleviated by inoculated AMF afterwards. Consequently, AMF fungi inoculation
seems to alleviate Cd stress via stomatal conductance and post Qa electron transport
increasing (photosynthetic stimulation), but this phenomenon was not further observed in

final sampling times (table S5.9 and S5.10).

Photosynthetic limitations, as consequence of chlorophyll, stomatal conductance and
photosynthetic electron transport decreased under Cd amended, and this effect was
reflected in less organ and total biomass in Cd stressed plants. Stem diameter and
particularly stem height, which are normally correlated with shoot and total cocoa biomass
(Fachin 2013), also decreased as Cd increased. Leaf number decreased as well, probably
because Cd induced less meristematic activity (Fusconi et al. 2006; Kaznina et al. 2006;

Pereira et al. 2017), and consequently, caused negative developmental effects.

Surprisingly, root length was not affected by Cd amended at any sampling time which is
contrasting with several reports indicating that Cd induces a strong root length decrease
(Lux et al. 2011). Many reports have also shown that root biomass diminishes when plants
are subjected to Cd (Di Toppi and Gabbrielli 1999; Murtaza et al. 2016; Shanying et al.
2017). For cocoa plants in this research roots reduced their growth, which means that under
Cd amendment, plants allocated less biomass to roots without affecting root length i.e.
higher RSL (table S5.12). RSL represents the relationship between standard acquisition
unit (root length) over resources investment in this unit (biomass) (Pérez-Harguindeguy et
al. 2013). Pérez-Harguindeguy et al. found that, although plants with high RSL generally
are considered more efficient at absorbing nutrients and water, they live less than those
with low RSL. This could explain the increased absorption efficiency of Cd in higher Cd
levels (Figure 5.2 and table S5.6)

( REO/
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Decreasing root to shoot ratio at 9 WAS results from low carbon allocation to root at the
beginning of growth, which is a consequence of initial Cd accumulation (tables S5. S6 and
S5.12). There is a shift in root to shoot ratio pattern afterwards, as a consequence of a
drastic carbon restriction to shoot due to cumulative effect of higher Cd concentrations
(Cd12 and Cd24) at 13 WAS and (table S5.12). In fact, stem dry weight decreasing was
only significantly detected at 13 WAS. Probably, this carbon restriction to the shoot led
plants to die (amended with Cd24) since there was a lack of photosynthetic and storage

source of carbon.

Temporal photosynthetic stimulation and higher Cd translocation to shoot, better root
growth (13 WAS) and a higher root to shoot ratio were observed (5 and 13 WAS) (table
S5.12) in inoculated plants. Indeed, higher RSL in non-inoculated plants and a higher Cd
absorption efficiency probably caused root (plant) mortality. ©On-the—etherhand—Also,
inoculated plants translocated more Cd to shoot (Figure 5.2a) causing shoot biomass
decreasing and higher root to shoot ratio at 13 WAS (table S5.12). As shoot accumulated
more Cd and it couldndét grow as r oot bedausk
of higher total Cd concentration.

Cd and AMF inoculation of cocoa plants

AMF inoculation increased root colonization but this main effect was only apparent at 5 and
9 WAS (table S5.7). Substrate used in the experiment was not previously sterilized and
harbored already existing unidentified AMF fungi and other microorganisms. Inoculation
could increase AMF structures living in the substrate, i.e. spores and hyphae, which are
suitable as propagules that probably increased colonization rate until 9 WAS (bio-
augmentation). Thus, non-inoculated plants were probably more slowly colonized by

already existing AMF fungi than inoculated plants.

Higher root colonization in inoculated plants subjected to Cd12 and Cd24 in 5 WAS (Figure
3a-b) was probably due to a relatively quick cry for help which stressed plants made through
emitting signals i.e. strigolactones to stimulate AMF root colonization (LOpez-Raez et al.
2011). Already existing AM fungi in the substrate of non-inoculated plants could be
negatively affected by increasing Cd concentrations (Figure 3a). Contrasting, bio-

augmentation could provide additional AMF propagules. As a result, additional propagules

pl ants
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would respond to signaling from plants under Cd stress conditions. Other explanation for
this result, is the potential capability of AMF inoculum (R. irregularis DAOM 197198) to
survive or respond to plantés call i n Cd

fungi already living in the substrate, however this needs further confirmation.

In conclusion, under realistic conditions of cocoa plants propagation, successful Cd
amendment allowed us make an acute exploration of Cd dynamics in the system substrate-
AMF fungi-plant. Throughout nursery time, substrate Cd depletion at different fractions,
matched with increased Cd absorption and translocation in AMF inoculated plants.
Consequently, total and shoot Cd accumulation was higher in those plants. In leaves, Cd
negatively affected chlorophyll content, stomatal conductance energy flux in photosynthetic
photochemical phase. Although, AMF inoculation had an initial, positive and localized effect
on root colonization, stomatal conductance and reduction of PSI end-electron acceptors,
this was not permanent and finally, there was a reduction in AMF plant growth and the
raising of root to shoot ratio.

prese
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5.5 Supplemental information

Table S 5.1. Chemical and physical substrate analysis.

N ca K Mg Na Al

Clay

Silt

Sand

meq/100g

%

Texture

0,08 1,49 01 0,69 0,02 0,49

9

15

76

FA

Table S 5.2. Total Cd concentration in substrate after stabilization.

Cd concentration

Expected Obtained ( KQ)
. ained (mg.
(mg.Kg)
sample 1 sample 2 sample 3 Average Estandar deviatior
0 0 0 0 0,00 0,00
3 3,65 3,75 3,72 3,70 0,10
6 571 4,28 5,63 5,20 0,80
12 11,94 10,8 10,22 11,00 0,90
24 22,4 19,84 18,27 20,20 2,10
25
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Figure S 5.1. Correlation between expected and obtained total substrate Cd
concentration.
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Table S 5.3. Total substrate Cd concentration across evaluation period, n=6. The data
represent the results of two-way ANOVA (F-values). For the significant effects of single
factors, the results of post-hoc comparisons are given according to the Tukey HSD test or
Z value test (for the non-parametric analyses), both at P<0.05.

Week Parameter Cd concentration Order AMF inoculation  Order Cd x AMF
5 Susbtrate Cd concentration757.44** 24>12>6=3>0 0.26ns = --—-- 1.01ns
9 Susbtrate Cd concentration905.50*** 24>12>6=3>0 3.17ns ----- 1.62ns
13 Susbtrate Cd concentration722.03*** 24>12>6=3>0 0.256ns ~ ----- 0.12ns
17 Susbtrate Cd concentratiBn22,32** 24>12>6=3>0 1.49ns = --—-- 24.44**

Following descriptors are usabble for following tabl
a: non-parametric analysis

b: Root square transformation

c: Logaritmic transformation

d: Cosen transformation

e: Cubic root transformation

f: Natural logaritm transformation
g: Log (1+x) transformation

h: Sine transformation

i: (U/(1+exp(x))) transformation
ns: No significance

Table S 5.4. Cd concentration in substrate fractions across evaluated period, n=6.The
data represent the results of two-way ANOVA (F-values). For the significant effects of
single factors, the results of post-hoc comparisons are given according to the Tukey HSD
test or Z value test (for the non-parametric analyses), both at P<0.05.

Week Parameter Cd concentration Order AMF inoculation Order Cd x AMF
5 CdFi 26.49* 24>12>6=3>0 0.51ns - 28.55**
13 CdF1 52.75%* 24>12=6>3>0 0.02ns  ----- 28.56**
17 CdF1 119.20*+* 12>6=3>0 0.083ns 0 - 0.85ns

5 CdF2 597.44% 12>6>3>0  10.79%** - 3.10ns
13 CdF2 83.94++* 24>12>6=3>0 122ns = ----- 0.52ns
17 Cd F2 1640.88*+* 12>6>3>0 32.64%* Non. Inoc> Inoc. 69.67**
5 CdF3 1930.83** 24>12>6=3>0 909.22*** Inoc > no inoc 505.71%*
13 CdF3 30.32%* 24>12>6=3=0 0.16ns - 30.96***
17 CdF3 252.28** 12>6=3>0 27.05%= e 27.34%
5 CdF2 14.36** 24>12=6=3=0 0.27ns === 21.56*
13 CdF2 15.44** 24>12>63=0 0.16ns - 22.54*
17 CdF4 22 .41+ 12>6=3=0 0.013ns - 22.88***

Table S 5.5. Correlation among total Cd concentration in substrate and Cd concentration
in plant.

Cd (mg.Kd) Cd (mg.Kg) Cd (mg.Kd) Cd (mg.Kg) Cd (mg.Kd)

in substarte in leaves in roots in stem in shoot
Cd (mg.Kg) in substarte 1
Cd (mg.Kg) in leaves 0,81 1
Cd (mg.Kg) in roots 0,88 0,77 1
Cd (mg.Kg) in stem 0,88 0,83 0,85 1
Cd (mg.Kd) in shoot 0,87 0,94 0,85 0,96 1
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Table S 5.6. Effect of Cd and AMF inoculation on plant Cd concentration across evaluation
period, n=6.The data represent the results of two-way ANOVA (F-values). For the
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significant effects of single factors, the results of post-hoc comparisons are given according
to the Tukey HSD test or Z value test (for the non-parametric analyses), both at P<0.05.

Week Parameter Cd concentration Order AMF inoculation Order Cd x AMF
5 Leaf Cd Cortt. 46,94+ HABMHXC M6/ 0 - -
9 Leaf Cd Conc. 75,27% 24>12>6=3>0 164ns - 8,79
13 Leaf Cd Conc. 76,38** 24>12>6=3>0 8,81** Inoc. > Non inoc. 4,04**
17 Leaf Cd Conc. 28ns - 1,0lns - 0,38ns
5 Root Cd Cont. 49,87% 24>12>6=3>0 0,09ns = e
9 Root Cd Cont. 169,51%+ 24=12>6=3>0 35mMs - 1,34ns
13 Root Cd Cont. 40,74+ 24>12>6>3>0 0,17ns  eeeee eeee
17 Root Cd Cont. 113,63** 24>12>6=3>0 6,06* Non. Inoc.>inoc. 2,77*
5 Stem Cd Corit. 35,37+ 24>12>6=3>0 2,37ns = —e--= e
9 Stem Cd Cortt. 45,45+ 24=12>6=3>0 0,0lns - e
13 Stem Cd Conc. 64,96** 24=12>6=3>0 9,53** Inoc. > Noninoc. 3,88**
17 Stem Cd Conc. 99,11+ 24>12>6=3>0 0,14ns - 1,0ns
5 Total Cd Cont. 55.03*** 24>12>6=3>0 0.66Nns e
9 Total Cd Cont. 25,13 24>12>6=3>0 0.0002ns e
13 Total Cd Cont. 25.15%* 24=12>6=3>0 0.01lns e
17 Total Cd Cont. 21.35%* 12=6=3>0 064ns e
5 Leaf Cd conteft 42,87+ 24>12=6=3>0 1,8ns = - e
9 Leaf Cd content 218.90** 24>12>6=3>0 0.0007ns - 8.89%**
13 Leaf Cd content 76.38*** 24>12>6=3>0 0.005ns - 4.03**
17 Leaf Cd contefit 30.46** 12=6=3>0 20lns eeee e
5 Root Cd conterit 49.87** 24>12>6=3>0 0.09hs - -
9 Root Cd content 44.61%* 24>12>6=3>0 Ons - 1.38*
13 Root Cd conterit 40.74%* 24=12>6=3>0 0.17ns - -
17 Root Cd conterit 93.04*** 12>6=3>0 0.0003ns - 4.5+

5 Stem Cd contefit 51.12%+* 24>12>6=3>0 1.55pns 0 - e
9 Stem Cd contefit 45,45+ 24=12>6=3>0 0.0lns seeem eeee-
13 Stem Cd contefit 64.96%* 24=12>6=3>0 0.Ons - 3.88%*
17 Stem Cd content 71.88*+* 12>6=3>0 0.0063ns - 0.31ns
5 Total Cd conterit 46.97+* 24>12>6=3>0 0.59ns

9 Total Cd content 52.70%* 24=12>6>3=0 2.17ns 0.62ns
13 Total Cd content 22.17%* 24=12=6=3>0 0.80ns 0.68ns
17 Total Cd content 26.95%* 3=6=12>0 3.20ns 0.99ns
5 Eabs. 44, 72% 24>12>6=3 0,6lns - 0,10ns
9 Eabs. 31,50% 24>12>6=3 0,14ns - 0,44ns
13 Eabs? 21,56+ 24>126=3 34,71+ Non. Inoc.>inoc. 9,74**
17 Eabs® 7,76* 12>6=3 0,02ns - e
5 Etrs? 17,62** cloxMHI3Bs o e
9 Etrs. 21,93%+* olcxHnlX34ns - 0,35ns
13 Etrs? 0,4ns - 7,71% Inoc. >Noninoc. -----
17 Etrs. 13,18* 6=3>12 308hs - 1,75ns
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Table S 5.7. Effect of Cd and AMF inoculation on root colonization percentage across
evaluation period, n=6. The data represent the results of two-way ANOVA (F-values). For
the significant effects of single factors, the results of post-hoc comparisons are given
according to the Tukey HSD test or Z value test (for the non-parametric analyses), both at
P<0.05.

Week Parameter Cd concentration Order AMF inoculi Order Cd x AMF
5 Colonization percentade  2,94* MHXO ' H NE2A c Inoc. > Non inoc. 5,73**
9 Colonization percentage ~ 3,02* oxnrl cl HEOBMH Inoc. > Non inoc. 0,35ns
13 Colonization percentade  5,39* cxnloxvsn - 0,55ns
17 Colonization percentage 0,9Ons  ---—- 049ns 0 - 0,47ns

Table S 5.8. Effect of Cd and AMF inoculation on chlorophyll index across evaluation
period, n=8. The data represent the results of two-way ANOVA (F-values). For the
significant effects of single factors, the results of post-hoc comparisons are given according
to the Tukey HSD test or Z value test (for the non-parametric analyses), both at P<0.05.

Week Parameter Cd concentration Order AMF inoculi Order CdxAMF
5 Clorophyll index  4,36* olcl nXHOBNEMH  ---—-- 1,24ns
9 Clorophyll indek  80,4* 0>3=6>12>24,51ns === ---e-

Table S 5.9. Effect of Cd and AMF inoculation on stomatal conductance across evaluation
period, n=4. The data represent the results of two-way ANOVA (F-values). For the
significant effects of single factors, the results of post-hoc comparisons are given according
to the Tukey HSD test or Z value test (for the non-parametric analyses), both at P<0.05.

Week Parameter Cd concentration Order AMF inoculation Order Cd x AMF

5 Stomatal conductande ~ 3,78* nfmuloro@wmsn - 0,76ns
9 Stomatal conductance 4,67 3=016=12x4 5,05* Inoc. > Non inoc. 0,06ns
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Table S 5.10. Effect of Cd and AMF inoculation on fluoresces parameters across evaluation
period, n=4. The data represent the results of two-way ANOVA (F-values). For the
significant effects of single factors, the results of post-hoc comparisons are given according
to the Tukey HSD test or Z value test (for the non-parametric analyses), both at P<0.05.

Week Parameter Cd concentration Order AMF inoculation Order Cd x AMF

5 phi (Pof 14,97+ 0=3=6¢l2=24 0,63ns e e

9 phi (Po§ 73,884 0=3=6>12>24 0O,7ns === e

17 phi (Po) 2,76* nlol MHx®&2lns  --e- 0,99ns
5 phi (Eof 24,89% nbolcl mu®mMms o e

9 phi (Eo) 66,36%** 0=3=6>12>24 2,17ns === 0,71ns
17 phi (Eo) 1,13ns - 246ns - 0,01ns

5 phi (Ro) 8,83 nr ol cxmH7/bRE™N Inoc. > Non inoc. 0,84ns

9 phi (Ro) 58, 74%* 0=3=6>12>24 1,09ns - 0,11ns
17 phi (Ro) 22lns e 312ns  -ee- 1,46ns

5 ABS/CSm 232ns - 1,22ns - 0,7ns

9 ABS/Csth 14,28 nfunrol c6dns w0 -

17 ABS/CSm 4,59%* Al mMHT ox&04ns  —ee- 0,43ns
5 Dlo/Csnt 12,64* 12=24=0=6>3 4,15* Noninoc >Inoc. -----

9 Dlo/Csnt 51,59 24>12>0=6=3 9,0** Inoc. >Noninoc. -----

17 Dlo/CSm 1,32ns - 1,ins e 1,73ns
5 TRo/Csrh 12,75* nfcxunl oOf7éns e -

9 TRo/Csrh 30,43+ nfoxcHhmMHORIME e e

17 TRo/Csrh 3,99* nfol MmHXxk36NSs e e

5 ETo/Csrh 27,03%+* 0>6=3>24=12 1,2ns === e

9 ETo/CSm 50,70 0=3=6>12=24 0,02* Inoc. >Non inoc. 1,42ns
17 ETo/CSm 1,4ms - 223ns - 0,09ns
5 REo/CSm 9,42%+* nrcrl oxmuhdern Inoc. > Non inoc. 0,89ns

9 REo/CSm 51,50 0=3=6>12=24 3,35hrs - 0,4824ns
17 RE0/CSm 236ns - 20lns - 0,4493ns
5 PI totaf 24,54+ nBorl cl mMHSYGKN Inoc. > Non inoc.  -----

9 PI totaf 85,58+ 0=3=6>12>24 05ns se= e

17 Pl totaf 044ns e 092ns  emeee e
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Table S 5.11. Effect of Cd and AMF inoculation on morphological parameters across
evaluation period, n=8. The data represent the results of two-way ANOVA (F-values). For
the significant effects of single factors, the results of post-hoc comparisons are given
according to the Tukey HSD test or Z value test (for the non-parametric analyses), both at
P<0.05.

Week Parameter Cd concentration  Order  AMF inoculi Order Cd x AMF
5 Height (cm)  2,96* ol'c xnTHITNEMH - 3,37+
9 Height (cm) 09ns - 0,02ns - 0,15ns
13 Height (cm)  4,67* nxol cxarmSun - 0,21ns
17 Height (cm) 11,76%* N o xc kadens 0 --—-- 3,09*
5 Leaf number 1,80ns = ----- 0,3Bns - 2,84ns
9 Leaf numbet  19,95** 3=0=6=12>20,29ns = ----- -
13 Leaf number  13,20%* 6=3=0>12=20,0lns = ----- 1,64ns
17 Leaf number  8,78%+ 0=3=6>12 0,0lns ----- 0,56ns
5 Stem diametet 8,58+ 6=0=12=3>2415,91** Non inoc > Inoc2,14ns
9 Stem diameter 8,73** 3=0=12=6>24,85ns = ----- 0,52ns
13 Stem diameter 8,99% Nl cKXMHO28n§H T -—---- 0,30ns
17 Stem diameter 7,70** 3=6=0>12 0,96ns = ----- 0,40ns
5 Root lengh 093ns - 0,09ns - 0,82ns
9 Root lengh 20lns - 0,0lns - 0,42ns
13 Root lengh 1,44ns  --e- 0,45ns  ---e- 3,11*

17 Root lengh 203ns - 0,0lns - 1,70ns
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Table S 5.12. Effect of Cd and AMF inoculation on growth parameters across evaluation
period, n=4. DW: dry weight; RSL: root specific length. The data represent the results of
two-way ANOVA (F-values). For the significant effects of single factors, the results of post-
hoc comparisons are given according to the Tukey HSD test or Z value test (for the non-
parametric analyses), both at P<0.05.

Week Parameter Cd concentt  Order  AMF inoculation Order Cd x AMF
5 LeavesDW 0,97ns - 082ns - 0,91ns
9 Leaves DW  7,29% nroXMHE2BNEH N - eeen
13 Leaves DW 12,28+ 3=0=6>12=24€,0lns = ---- 0,66ns
17 Leaves DW  7,43%* 3=0=6>12 1,0/ns --—--- 0,34ns
5 Root DW 1,86ns - 1,19ns - 0,55ns
9 Root DW 8,90 ol nlcx0O4ngHn  ---- 1,52ns
13 Root DW 2,97* cxol nleB3% H N Inoc. > Non inoc4,08**
17 Root DW 5,10* olc Xn &aBms 0000 ----- 0,40ns
5 Stem DW 241lns - 5,21* Non inoc > Inocl,52ns
9 Stem DW 2,36ns - 2,7lns - 2,40ns
13 Stem DW 15,73* ¢ xn [ o x1MREH n Non inoc > Inoc4,05*
17 Stem DW 5,75* 0=3=6>12 0,75ns - 0,67ns
5 Total DW 1,80ns @ ---- 0,43ns ----- 1,12ns
9 Total Dvi 22,49 Al oxc loOASHn - —eee-
13 Total DW 23,65%*  6=0=3>12=24,28ns @ =m===  meee-
17 Total DW 52,23** 3=0=6>12 1,69ns = --—--- 1,19ns
5 Shoot DW 1,38ns - 1,25ns 0 - 1,28ns
9 Shoot DW 6,33%+* nroxMHOOdNEH N - 1,47ns
13 Shoot DW 13,36*** 3=6=0>12=2#,32ns = ----- 1,17ns
17 Shoot DW 8,39%** 3=0=6>12 0,84ns - 0,34ns
5 Root/Shoot 1,83ns - 5,70* Inoc. > Non inoc.-----
9 Root /Shoot  6,43** ol nl'c x0AngHn - 1,76ns
13 Root /Shoot ~ 7,33** H MK M HOX@ABOTF o Inoc. > Non inoc30, 74***
17 Root /Shoot  10,83* cloxm@ms - e
5 RSL 1,15ns - 206ns - 0,17ns
9 RSt 19,23**  wnl MHXGOENSI 0  ----m aee-
13 RSL 3,28* HNOKMH T 10665 ¢ Non inoc > Inoc3,02*
17 RSL 9,03* 12>0=6=3 0,36ns  -==-- -




Experimentacion en cacao. Fotografia: JCFL.




6Respuesta fiplahtgscdedec

| nocul adas con di ferent es

monosp-ricas de Rhi zophac

frente al estr ®s por
d®f i1 cit h2zdrico

6.1 Introduccién

El cacao (Teobroma cacao L.) es ampliamente valorado en el mundo por su calidad
nutricional (Rucker 2009; ICCO 2015), sin embargo, en analisis recientes se ha encontrado
gue su principal subproducto, el chocolate, tiene concentraciones de cadmio en niveles
gue podrian tener un efecto negativo en los consumidores causando dafios a la salud
relacionados con el cancer y el mal funcionamiento renal, lo que es especialmente grave
si se considera que el chocolate es ampliamente consumido por la poblacion infantil
(European Food Safety Authority 2009, 2012).

Por esta razén, recientemente se han incluido limites a las concentraciones de cadmio en
el grano (ICCO 2012). Asi, la Comision Europea publicé en 2014 la modificacion de la
regulacion oficial (EC) No. 1881/2006 ajustando los limites méaximos de cadmio en
productos alimenticios y fijando la fecha limite para su cumplimiento en el afio 2019
(European Commission 2013) , lo que tendra un impacto mundial en el comercio del cacao
(Pipitone 2012).

Se ha considerado que el cadmio es el metal pesado del siglo XXI (Byrne et al. 2009). Esto,
debido a, que es uno de los elementos traza més toxicos en el ambiente (Nordic Council
of Ministers, 2003), el mas abundante de los metales pesados toxicos para las plantas
(Irfan et al. 2013) y un contaminante ambiental ubicuo porque se encuentra en el aire, en

el suelo y en el agua ( Fi | i pi Hond@ @sl r2lativamente soluble lo que, en
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consecuencia, o hace més bio-disponible (United Nations, 2010) y con tendencia a bio-
acumularse debido a su larga vida media, representando un alto peligro para la salud

humana y la vida silvestre ( Fi | i p.i | 2012)

A pesar de que el cadmio se encuentra normalmente en el ambiente, su concentracion ha
aumentado en los ultimos 100 afios debido a actividades antropicas como la mineria y el
uso de combustibles fésiles. De forma particular, en los suelos agricolas, la presencia de
cadmio esta relacionado con el material parental del suelo, la cercania de los cultivos a
zonas de extraccion de minerales y con la utilizacién de fertilizantes fosfatados o abonos
organicos (Kirkham 2006). No obstante, estos valores podrian variar dependiendo la
estacionalidad de las lluvias, siendo mayores en época seca (Huamani-Yupanqui et al.
2012) lo que indica que existe una interaccion entre la oferta ambiental de agua y la

disponibilidad de Cd en el suelo.

Lo anterior, sumado a la limitacion en la disponibilidad de zonas boscosas para el
establecimiento inicial del cacao, la falta de establecimiento de cultivos comerciales que
puedan proveer sombra a las plantas de cacao durante su establecimiento inicial y el
aumento mundial en la demanda de cacao, hacen que los productores siembren en zonas
marginales a libre exposicion sometiendo a las plantas a condiciones de déficit hidrico
(Laderach et al. 2013). Esto indica que el estrés por exposicion de los cultivos de cacao al
Cd no es el unico estrés al que estan sometidos y que otros estreses como el hidrico van

en aumento.

Varios estudios han establecido la interaccién entre el déficit hidrico y el cadmio en la
fisiologia de plantas como la ortigaromana( ¥ zy i Yi t 2808)dmani kKXiaetali2015;
Liu et al. 2017), rdbano de mar (Ellouzi et al. 2013), maiz (Azizian et al. 2013) e higuerilla
(Shi et al. 2015). Lo que ha demostrado el creciente interés en estudiar la respuesta de las
plantas a estreses combinados en un esfuerzo por simular las condiciones ambientales a
las que estan expuestas normalmente las plantas y particularmente aquellas cultivables
(Suzuki et al. 2014; Pandey et al. 2017; Bai et al. 2018).

Los HFMA pueden facilitar la supervivencia de las plantas que crecen en suelos
contaminados por metales pesados disminuyendo su toxicidad a través del mejoramiento
de mecanismos antioxidantes (Mittler et al. 2004), modifican la expresién de genes de
tolerancia a metales pesados (Ouziad et al. 2005) y aumentando la absorcién de nutrientes

lo que contribuye a mejorar la eficiencia de la fito-remediacién (Hassan et al. 2013).
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La fito-remediacién implica principalmente fito-extraccion o fito-estabilizacion de los
metales pesados. En estudios recientes se ha encontrado que los hongos formadores de
micorrizias arbusculares (HFMA) son importantes en los procesos de fito-
remediacion®(Abu-Elsaoud et al. 2017) con efectos diferentes debidos a especies o
genotipos de la misma especie de planta o de hongo utilizados (Kaldorf et al. 1999; Redon
et al. 2009; Miransari 2011; Hassan et al. 2013) entre otros factores ambientales (Chen et
al. 2003; Ultra et al. 2006; Leung et al. 2010b)

Por su parte, la contribucién de la simbiosis micorricica frente al déficit hidrico se debe a
una combinacion de efectos nutricionales, fisicos y celulares (Ruiz-Lozano 2003), los
cuales permiten la evasion al déficit hidrico (Augé 2001). Los mecanismos que pueden
explicar el efecto de la colonizacién de las raices en el comportamiento de la planta durante
el déficit hidrico incluyen: i) modificacion de las relaciones hormonales de la planta
(Estrada-Luna and Davies 2003), ii) mejoramiento del estatus hidrico de la planta por un
aumento en la conductividad hidraulica asociado con la absorcion de agua por las hifas
externas (Augé et al. 2003, 2007; Kyllo et al. 2003; Porcel et al. 2003), y por el ajuste
osmotico de la planta (Ruiz-Lozano 2003; Porcel and Ruiz-Lozano 2004; Wu and Xia
2006), iii) incremento en la actividad antioxidante de la planta (Goicoechea et al. 2005) y
iv) aumento en la absorcion de nutrientes de la planta (Al-Karaki 2006).

Consecuentemente, dos factores pueden llegar a ser determinantes en las futuras
estrategias de fitorremediacion y/o mitigacion de suelos contaminados por cadmio
utilizando hongos FMA: i) la obtencién de resultados favorables en la tolerancia al estrés
por metales pesados (Mittler et al. 2004) y por déficit hidrico (Aroca 2012) y ii) las
recientemente descubiertas habilidades de segregacién e intercambio genético en el
hongo FMA Rhizophagus irregularis (Angelard et al. 2010; Angelard and Sanders 2011),
especie que ha sido utilizado en numerosas investigaciones para evaluar la tolerancia a
metéles pesados y a estrés por déficit hidrico pero de la cual, hasta el momento se tiene
poca informacion acerca del efecto de la variacibn entre lineas monospéricas
genéticamente diferentes con respecto a la respuesta de sus plantas hospederas a estos

estreses.

5 En cuyo caso se denomina como micorremediacion.
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En consideracion a lo anteriormente expuesto la pregunta de investigacion que se desea
resolver es ¢,Cual es la respuesta fisiol6gica de plantas de cacao inoculadas con diferentes
lineas monospdricas de Rhizophagus irregularis frente al estrés por Cd en condiciones de

déficit hidrico?

Para responder a esta pregunta fue necesario retomar los resultados obtenidos en los
capitulos uno y dos en los que se establecié el porcentaje de humedad del sustrato que
induce estrés por déficit hidrico no letal, asi como la concentracion de Cd que permite
apreciar diferencias fisioldgicas en plantas de cacao inoculadas con el hongo FMA R.

irregularis.

Adicionalmente, en el presente capitulo fue necesario abordar dos preguntas previas, i)
¢, Cual es la respuesta fisioldgica de plantas de cacao inoculadas con diferentes lineas
monosporicas de R. irregularis en un medio enriquecido con Cd? y ii) ¢ Cudl es la respuesta
fisiologica de plantas de cacao inoculadas con diferentes lineas monospéricas de R.
irregularis, frente al déficit hidrico? La respuesta a estas preguntas permitié determinar las
lineas monospédricas que inducen respuestas contrastantes de sus plantas de cacao
hospederas del HFMA R. irregularis frente al estrés por déficit hidrico y al estrés por Cd,

de forma independiente.

6.1 Metodologia

Se desarrollaron tres ensayos dirigidos a responder las tres preguntas mencionadas
previamente. A continuacion, se describen los aspectos comunes a los tres ensayos y
posteriormente las particularidades de cada uno. El lugar de realizacion de los ensayos fue

un vivero del Campus Utopia de la Universidad de La Salle, sede Yopal, ubicado en la

Hacienda San Jos® de Matebpantano con coordenadas

17' 47,6" de longitud oeste. Este lugar cuenta con una temperatura promedio de 25,47 °C,
humedad relativa promedio de 84%, punto de rocio promedio de 22,36 °C y una radiacion
promedio de 4,5 kWh/m? (COLOMBIA. Ministerio de Minas y Energia -Unidad de
Planeacion Minero Energética (UPME) y Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo

Territorial - Instituto de Hidrologia 2005). Los valores en tiempo real se presentan en

http://www.weatherlink.com/user/utopia/index.php?view=main&headers=1.
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Se utilizé semilla de cacao del genotipo IMC67 como fuente de material vegetal debido a
gue en Colombia solo se permiten semillas obtenidas de plantaciones hibridas cruce de

este material segun acuerdo 003 del Consejo Nacional Cacaotero en 2010.

Las semillas de cacao se sembraron previamente en una cama con sustrato compuesto
por una proporcion de 1:1 de compost y arena con base en ensayos previos y siguiendo el
manejo de productores de la zona. Dos semanas después de la siembra, las plantulas se
trasplantaron a bolsas de 15 x 35 cm con sustrato igual al previamente descrito. Se realizd
una fertilizaciéon foliar con fertilizante comercial Nutrifoliar® y una edafica a los 30 dias
después de siembra (DDS) utilizando la dosis sugerida por Fernandez, Bohoérquez, &
Rodriguez, (2016). Las plagas, enfermedades y malezas se manejaron de forma manual
0 quimica segun presencia, incidencia y severidad y homogeneamente para todas las

plantas del ensayo.

La especie de hongo FMA utilizado fue Rhizophagus irregularis, previamente descrito
como Glomus intraradices (Stockinger et al. 2009). El material fUngico para los ensayos
uno y dos estuvo constituido por las siguientes lineas monospéricas seleccionadas a partir
de los resultados obtenidos por Ropars et al., (2016) y Wyss, Masclaux, Rosikiewicz,
Pagni, & Sanders, (2016). Este material fangico ha sido previamente caracterizado
genéticamente y sus diferencias se reportan en (Croll et al. 2008; Angelard et al. 2010,
2014; Angelard and Sanders 2011; Wyss et al. 2016). Algunas lineas monospéricas fueron
obtenidas de un campo en Tanikon (Suiza) (Koch et al. 2004), otras son lineas
monospoéricas segregantes de las anteriores. A continuacién, se describen sus

caracteristicas genéticas mas relevantes:

Identificacion de la linealLinea parentalVariabilidad genética Nucleo(s)

Al Si Baja Monocarionte
A5 Si Alta Dicarionte
C2 Si Media Monocarionte
C3 Si Alta Dicarionte
Z15 C3 nd. nd.

725 Al nd. nd.

X38 C2 nd. nd.




94 Estudio del efecto de diferentes lineas monospéricas de R. irregularis

El material fungico fue amablemente suministrado por el Profesor lan Sanders, lider del

Grupo de i hvestigaci - -n en AEcol ogy and Evol

Departament o de A Ec eUnwvegrsidadade ldauséa (Sliaalt lia® limeas
monosporicas de Rhizophagus irregularis fueron producidas bajo condiciones estériles in
vitro en cultivo monoxénico (Bécard and Fortin 1988) del que se extrajeron esporas limpias
y se mezclaron con un portador inerte de diatomita previamente esterilizado con calor a
121 ° C durante 30 minutos antes de mezclarlo. Este proceso fue realizado por la compafiia
Symbiom® en un proceso idéntico en la producciéon de inoculo comercial de hongos

formadores de micorrizas que realiza la empresa.

Las lineas monosporicas utilizadas en el ensayo tres se seleccionaron a partir de los dos
ensayos previos. La identidad de las lineas monosparicas y los detalles de la seleccién se

presentan en la descripcién de cada ensayo.

A continuacién, se describen las particularidades de cada uno de los tres ensayos que

componen el presente capitulo.

Experimento 1: ¢ Cudl es larespuesta fisiolégica de plantas de cacao inoculadas con

diferentes lineas monospadricas de R. irregularis en un medio enriquecido con Cd?
Establecimiento del ensayo:

Se establecié un disefio de bloques completamente aleatorizado con cuatro repeticiones
considerando dos plantas por unidad experimental y con arreglo factorial 2x8. El primer
factor estuvo constituido por la adicion de Cd al sustrato. Los niveles de este factor fueron
Cd+ (24 mg.kg?) y Cd- (0 mg.kg?). De forma previa al trasplante, se adicion6 una
concentracion de Cd con el propdsito de obtener la concentracion deseada de Cd.
Adicionalmente el sustrato se dejé en reposo durante dos semanas para lograr
estabilizacion de la muestra en cuanto a estructura microbiana y fraccionamiento de iones
metalicos. El segundo factor estuvo constituido por la inoculacion con las lineas
monosporicas de R. irregularis. Los niveles de este primer factor fueron las siguientes
lineas monosporicas: Al, A5, C2, C3, Z15, Z25, X38 y el control sin inoculacion. La

inoculacion se llevé a cabo una semana después del trasplante.

ut

on

0|
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Experimento 2: ¢ Cudl es larespuestafisiolégica de plantas de cacao inoculadas con

diferentes lineas monospadricas de R. irregularis, frente al déficit hidrico?
Establecimiento del ensayo:

Se establecidé un disefio de bloques completamente aleatorizado con cuatro repeticiones
considerando dos plantas por unidad experimental y con arreglo factorial 2x8. El primer
factor es el déficit hidrico (con déficit y sin déficit). El déficit hidrico correspondié a una
humedad volumétrica de 11,7% (potencial matrico del sustrato -1,5 MPa) en tanto que la
ausencia de déficit hidrico correspondi6 a una humedad volumétrica de 16,5% (potencial
matrico del sustrato -0,033 MPa) o superior sin llegar a la saturacion (Figura S 6.1). La
humedad volumétrica se midié con una sonda tipo HH2 Delta T (Devices Ltd). El segundo
factor estuvo constituido por la inoculacién con las lineas monospdéricas de R. irregularis.
Los niveles de este primer factor fueron las siguientes lineas monospdéricas: Al, A5, C2,
C3, Z15, 225, X38 y el control sin inoculacidn. La inoculacion se llevé a cabo una semana

después del trasplante y la restriccién de riego dos semanas después del transplante.

Experimento 3: ¢ Cudl es larespuestafisiolégica de plantas de cacao inoculadas con
diferentes lineas monospdricas de Rhizophagus irregularis frente al estrés por Cd

en condiciones de déficit hidrico?
Establecimiento del ensayo:

Se establecié un disefio de bloques completamente aleatorizado con cuatro repeticiones
considerando dos plantas por unidad experimental y con arreglo factorial 4x4. El primer
factor estuvo constituido por el estrés. Los niveles de este factor fueron: estrés por Cd+
(36 mg/kg), estrés hidrico (potencial matrico del sustrato -1,5 MPa), estrés combinado
(estrés por Cd y estrés hidrico) y no estrés (Cd-0 mg.kg? y potencial matrico del sustrato -
0,033 MPa). El segundo factor estuvo constituido por la inoculacion con las lineas
monosporicas de R. irregularis. Los niveles de este segundo factor fueron las siguientes

lineas monospodricas: C2, C3, X38 y el control sin inoculacion.

Las plantas utilizadas en este experimento fueron crecidas durante 12 semanas previas a
la aplicacion de los tratamientos. Se adicion6 una concentracion de Cd sobre el sustrato
que contenia las plantas con el propésito de obtener la concentracion deseada de Cd. La

restriccion de riego comenz6 de forma simultdnea a la adicion de Cd hasta lograr el



96 Estudio del efecto de diferentes lineas monospéricas de R. irregularis

potencial matrico deseado, tiempo en el cual se adicion6 el agua suficiente para
mantenerlo en este nivel. La humedad volumétrica se midié con una sonda tipo HH2 Delta
T (Devices Ltd®).

Los parametros fisioldgicos se evaluaron fueron los siguientes:

Potencial hidrico foliar (Ensayos uno y tres): Para su medicién se utilizé una camara de
presion Scholander (PMS Instrument comp. ®). Cada medicion se efectué en hojas
saludables completamente expandidas en la parte central de la planta. Se realiz6 una
lectura (por hoja) a una hoja por planta en cuatro plantas por tratamiento de acuerdo a
protocolo Scholander et al. (1965).

Conductancia estomética (Ensayo tres): Para su medicion se utilizé un porémetro CS-1
Decagon Devices®. Cada medicion se efectué en hojas saludables completamente
expandidas en la parte central de la planta. Se realiz6 una lectura (por hoja) a una hoja por
planta en cuatro plantas por tratamiento de acuerdo a protocolo de fabrica (Decagon
device, 2016).

indice de contenido de clorofilas (ICC) (Ensayo tres): Para su medicion se utilizé un
clorofilémetro CM-1000 Spectrum, USA®. Cada medicién se efectud en hojas saludables
completamente expandida en la parte central de la planta. Se realizaron 2 lecturas por hoja
a 2 hojas por planta en ocho plantas por tratamiento y la lectura se hizo en el centro de la
lamina foliar evitando la nervadura central de acuerdo a (Parry et al. 2014).

Fluorescencia de la clorofila (Ensayos uno y dos): Para la determinacion de
fluorescencia se utilizé un fluorémetro no modulado Handy PEA Hansatech® a 3000 pmol
fotones m? s. Las mediciones se realizaron en dos hojas por plantas y en 4 plantas por
tratamiento. Se calcularon el rendimiento cuéntico del PSIl con base en la fluorescencia
minima (Fv/Fo), el producto cuantico maximo de la fotoquimica primaria (G(Po)), la
eficiencia con la que un exciton atrapado puede mover un electrén después de QA" (y (E0o)),
la probabilidad de un excitén absorbido mueva un electrén después de QA" ((i(Eo)), la
eficiencia con la que un exciton atrapado puede mover un electron hasta su aceptor final

en el PSI® (li(Ro)), la probabilidad de un excitén absorbido mueva un electréon hasta su

5 NADPH.
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aceptor final en el PSI (G(Ro)), el indice de vitalidad o funcionamiento con base en la
absorcion de energia (Pass) Y €l indice de vitalidad o funcionamiento total (Plita) (Strasser
et al. 2004).

Crecimiento: Se midi6 la altura de planta, el nimero de hojas, la biomasa seca total, por
organos, biomasa de la parte aérea (PA), la relacion raiz/PA (experimentos uno, dos y tres
3), la longitud de raiz y la longitud especifica de la raiz (LER), calculada como el cociente
entre la longitud y el peso de la raiz (experimentos uno y dos). Adicionalmente, se calculd
el area foliar especifica (AFE) como el cociente entre el area foliar y el peso foliar (Hunt
2013). Para su determinacién las muestras vegetales fueron sometidas a 70 °C por 24
horas o hasta peso constante. También se determind el area foliar (experimento tres)
utilizando un medidor de &rea foliar LI-COR LI-3100. Dado el caracter destructivo se realizd
la medicién de este parametro en el Ultimo muestreo de cada ensayo en ocho plantas por

tratamiento.

Cd (Experimentos 1y 3): Las determinaciones se realizaron en el laboratorio de Aguas
y Suelos de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. La concentracién de Cd a
nivel de planta se determind en raiz y en parte aérea de cuatro plantas al final de cada
experimento. A nivel del sustrato, se determind la concentracién de Cd total (Cdt) y
disponible (Cdd) al principio y al final de cada experimento. Al principio de cada
experimento se tomé una muestra compuesta del sustrato utilizado mientras que al final
de cada experimento desde cada unidad experimental segin su respectivo tratamiento.
Con base en estos datos se calcularon valores adicionales de extraccion a nivel de raiz y
de PA (resultado de la multiplicacién de la concentracion por la biomasa del érgano
correspondiete), eficiencia en la absorcion (Eabs) (cociente entre la cantidad de Cd en la
planta y la materia seca de la raiz) (Wang et al. 2007)), eficiencia en la translocacion (Etrso)
(cociente entre la concentracion de Cd en la parte aérea y la de toda la planta) (Wang et
al. 2007; Hu et al. 2013), eficiencia en la translocacion (Etrs.i;) (cociente entre la
concentracion de Cd en la parte y la de raiz (Stoltz and Greger 2002) y factor de
concentracion biolégica (FCB) con base en Cdt y Cdd (cociente entre la concentracion de

Cd en la planta y la del suelo (Hassan et al. 2013)).

Colonizacion radical (Experimentos uno, dos y tres): Su determinacion de realizo en el
Ultimo muestreo de cada ensayo en 8 plantas por tratamiento. Se seleccionaron raices de

menos de 2 mm de diametro y se lavaron con abundante agua. Posteriormente, se realizé
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una tincion del micelio de los hongos en estas raices con tinta Sheaffer segun el protocolo
modificado de (Vierheilig et al. 1998b). Luego de la tincion de las raices se evaluo el
porcentaje de colonizacién utilizando el método de interseccion de la grilla (Giovannetti and
Mosse 1980).
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Analisis estadistico

En los ensayos uno y dos, se realizaron tres muestreos para los parametros de
fluorescencia en las semanas cuatro, siete y diez después de transplante (DDT) y en la
semana 10 para los demas parametros. En el ensayo 3, se realiz6 un Unico muestreo de
los parametros fisiolégicos en la semana cuatro después del establecimiento de los
tratamientos (16 semanas después de siembra). Los datos se analizaron utilizando el
software estadistico JMP® (Statistical Analysis Systems Institute, version 11). Previo al
ANOVA, se verificaron todos los datos por normalidad y homoceasticidad. Cuando fue
necesario, las variables se transformaron usando funciones logaritmicas o trigonométricas.
Los efectos principales (factores) y su interaccién se analizaron con un ANOVA de dos
vias; luego se realizaron comparaciones post hoc utilizando una prueba de Tukey HSD.
Se utilizé6 un ANOVA de Kruskal-Wallis no paramétrico seguido de una prueba de valor Z
post-hoc, para analizar variables que no cumplian con los supuestos de ANOVA incluso
después de la transformacion (Doubkova et al. 2013).

Para la evaluacién funcional de las lineas monospéricas de R. irregularis en los
experimentos 1y 2, se calcularon indices de tolerancia para parametros Unicos y para

pardmetros multiples segun metodologia modificada de She et al., (2011):

El indice de tolerancia para un unico parametro (ITy) se calcul6 segln la siguiente
formula:
WOARUPAH QO HEQI ¥

OOARUPAH Qo OEN( i ¢

* Con un nivel de déficit hidrico o con un nivel de cadmio.

El indice de tolerancia para multiples parametros (ITmp) se calculo segln las siguientes

formulas:

Donde:

@ dFuncién dependiente del valor del jesimo parametro en la issima linea monospérica
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@ : Es el valor observado del jesimo parametro en la igsima linea monospérica
@y : Es el minimo valor del jssimo pardmetro

Wy Es el maximo valor del jesimo parametro

'_(b

m-

Donde:

& Funcion media dependiente

€: Numero de parametros

Finalmente, se seleccionaron las lineas monospéricas de R. irregularis con mayor
contraste para su evaluacion en el experimento 3.
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6.2 Resultados

Experimento 1: ¢ Cudl es larespuesta fisiolégica de plantas de cacao inoculadas con

diferentes lineas monospadricas de R. irregularis en un medio enriquecido con Cd?

Todos los parametros asociados con la produccion de biomasa en las plantas de cacao, a
excepcion de la relacién raiz/PA y la LER, disminuyeron significativamente en respuesta a
la adicion de Cd al sustrato (Tabla 6.1). Se observé una disminucion de 20,10% en la
longitud de la raiz en tanto que la disminucion promedio de la biomasa total por planta fue
de 39,49%. La restriccidén del crecimiento fue mayor en las hojas (47,13%) que en el tallo
(33,76%) y en la parte aérea (PA) (42,19%) que en la raiz (25,76%). En contraste, la
relacién raiz/PA se increment6 en un 26,86% Yy la LER en 10,64% con la adicién de Cd al

sustrato de siembra.

Tabla 6.1. Efecto del Cd y del genotipo de HFMA sobre parametros fisiolégicos y de
crecimiento de plantas de cacao. Long. Raiz: longitud de raia; PS: Peso seco; PSTot: peso
seco de toda la planta; PSPA: peso seco de la parte aérea; ITCd: indice de tolerancia; PA:
parte aérea; Eabs: eficiencia en la absorcion; Etrs: eficiencia en la traslocacién; Cdt:
cadmio total; Cdd: cadmio disponible; FCB: factor de concentracién biolégica; para los
parametros de fluorescencia remitirse al texto o lista de siglas, n=4 (para PS y calculos
derivados n=8). Los datos representan los resultados del ANOVA de doble via (valor F).

Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05, ns =
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no-significativo. Para los efectos significantes de los factores individuales los resultados se

presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

Parametro Cd Orden Genotipo HFMA Orden

Long. Rafz 24,78 Sin Cd>Con Cd 0,37 -

PS Raiz 47,65%** Sin Cd>Con Cd 0,20ns -

PS Talld 53,55*** Sin Cd>Con Cd 3,33ns ---

PS Hojds 338,28+ Sin Cd>Con Cd 2,94* A1=C2=715=725=X38#N50 Xy 2 Ay 2
PSTdt 197,41+ Sin Cd>Con Cd 1,31ns -

PSPA 248,98** Sin Cd>Con Cd 1,82ns -

Raiz/PA 17,34 Con Cd>Sin Cd 1,16ns -

LER 5,50% Con Cd>Sin Cd 6,94ns -

Raiz-ITCd by line N/A 1,62ns ---

Raiz-ITline N/A 0,90ns -

Tallo-ITCd by line N/A 2,24ns -

Tallo-ITline N/A 0,65ns ---

Hojas-ITCd by line N/A 2,02ns -

Hojas-ITline N/A 0,84ns -

Total-ITCd by line N/A 3,22¢ No inoculacién=z15=AG%H p I'! Ml / o |
Total-ITline N/A 1,03ns ---

PA-ITCd by line N/A 2,87* No inoculaciém ! p I ¥%amp x¥%H p X/ 0
PA-ITline N/A 0,48ns ---

Concentracion de Cd - Raiz (mgfKg) 34,12+ Con Cd>Sin Cd 14,34* P Ml ol / HxYmpTl YaupTl ! px
Concentracion de Cd - PA (mg/kg) 51,27%* Con Cd>Sin Cd 4,68ns -

Extraccion de Cd -Raiz (thg) 30,54+ Con Cd>Sin Cd 8,61ns ---

Extraccion de Cd -PA (rfig) 37,14% Con Cd>Sin Cd 2,7Tns ---

Extraccion de Cd -Total (nfig) 41,47+ Con Cd>Sin Cd 2,97ns -

Concentracion de Cd - Total (mg/Kg)a 58,69** Con Cd>Sin Cd 5,06ns -

Eab$ 38,68*** Con Cd>Sin Cd 6,26ns -

Etrsi* 1,22ns --- 3,16ns ---

Etrs,;,* 4,54* Sin Cd>Con Cd 4,74ns ---

Cdt. (mg/Kg) 81,74% Con Cd>Sin Cd 4,76ns -

Cdd. (mg/Kg) 567,62%+* Con Cd>Sin Cd 1,90ns -

FCB (Cdt) 0,58ns - 1,70ns -

FCB (Cdd) 56,67%* Sin Cd>Con Cd 2,11ns -

Fv/Fo (4 sdt) 12,73 Con Cd>Sin Cd 7,200 X38=no inoc.=215=7225=A1=C2=A5>C3

, 0t 20 o6n ARG0 12,47 Con Cd>Sin Cd 6,87+ X38=no inoc.=225=7215=A1=A5=C2>C3
6920 o6n aRi 9,07* Con Cd>Sin Cd 5,524+ X38=225=A1=Z15=no inoc.=A5=C2>C3

, 6920 o6n aRi 9,63 Con Cd>Sin Cd 5,90%* X38=225=A1=715=no inoc.=C2=A5>C3
Lowzo 6n &R 17,521+ Sin Cd>Con Cd 3,97+ lox/ Hx¥%mply2 Ay20erl
,ow20 on R 2,34ns - 1,12ns -

Pl abs (4 sdt) 8,28% Con Cd>Sin Cd 4,38+ I Wl %upl - oyl¥%mply2 A
Pl total (4 sdt) 2,96ns - 0,95ns -

Fv/Fo (7 sdt) 2,47ns - 2,95% Y2 Ay200x%Hpl! pl My
L0t 20 6T &RGO 1,96ns 2,48* Y2 Ay200x¥%Hpl! pl %My
.60920 o1 &RGO 0,36ns 2,02ns

. 6920 o1 &aRdG0 1,17ns 2,13ns

Low20 6t &R0 34,32+ Sin Cd>Con Cd 1,79ns

L ow20 orT RGO 57,55+ Sin Cd>Con Cd 1,70ns

Pl abs (7 sdt) 13,83 Sin Cd>Con Cd 1,82ns -

Pl total (7 sdt) 46,99%+ Sin Cd>Con Cd 2,14% “mpx/ ol %upl - oyly2 A
Fv/Fo (10 sdt) 94,64%* Sin Cd>Con Cd 2,39% Y2 Ay200x- oyl %upl %
L6t 20 6mn ARG 71,97+ Sin Cd>Con Cd 1,89ns -

6920 owmn aRid 50,26%** Sin Cd>Con Cd 1,05ns -

., 6920 omn &R 69,36*** Sin Cd>Con Cd 1,32ns -

Lowz2o 6omn aRi 0,01ns - 1,02ns -

L ow20 omn &RGO 107,75+ Sin Cd>Con Cd 1,51ns

Plabs (10 sdt) 78,93 Sin Cd>Con Cd 1,62ns

Pl total (10 sdt) 110, 77*+* Sin Cd>Con Cd 1,52ns -

Colonizacion 009 - 19%ns -

a: andlisis no paramétrico

b: Transformacién por raiz cuadrada
c¢: Transformacioén logaritmica

d: Transformacién por coseno

e: Transformacion por raiz cibica

f: Transformacion por logaritmo natural
g: Transformacion Log (1+x)

h: Transformacién por seno

i: Transformacion por (1/(1+exp(x)))
ns: No hay significancia

sdt: Semanas después de transplante
N/A: No aplica
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La biomasa foliar varié en respuesta a la inoculacion. En general, las plantas que no fueron
inoculadas desarrollaron menor biomasa foliar que las que fueron inoculadas,
particularmente con los genotipos Al, C2 y X38. No obstante, con la adicién de Cd al
sustrato la biomasa foliar fue similar en todos los tratamientos, incluyendo el control sin

inoculacion (Tabla 6.1 y Figura 6.1).
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Figura 6.1. Efecto de las diferentes lineas monosporicas de R. irregularis en la biomasa
foliar de plantas de cacao sometidas a Cd, n=8. Las columnas representan las medias
(xDE). Las columnas marcadas con letras diferentes son significativamente diferentes de

acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

El indice de tolerancia (ITy) con respecto a la biomasa total, fue diferente entre plantas
inoculadas con diferentes lineas monospdricas de HFMA. Como respuesta a la adicion de
Cd en el sustrato, las plantas inoculadas con lineas Al, C2, C3 y X38 mostraron un menor
ITy (~0,51), en tanto que mayores ITy, se registraron en plantas inoculadas con Z15 y A5
(~0,65). Las plantas no inoculadas mostraron el mayor IT, (~0,70) sin que este valor fuera

significativamente diferente de los de Z15 y A5 (Tabla 6.1 y Figura 6.2).
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Figura 6.2. indice de tolerancia (IT) individual por cada linea monospérica inoculante de
plantas de cacao, n=12. Las columnas representan las medias (xDE). Las columnas
marcadas con letras diferentes son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba
de Tukey (p<0.05).

Las plantas de cacao tuvieron la capacidad de absorber Cd. La adicién de Cd al sustrato
de plantas de cacao indujo un incremento altamente significativo en su concentraciéon a
nivel de raiz (151,95 mg.Kg?), parte aérea (296,60 mg.Kg™) y en la planta completa (266,90
mg.Kg?1). Lo mismo sucedié con la extracciéon de Cd (0,10 mg, 0,84 mg y 0,94 mg,
respectivamente). Por su parte, las plantas sembradas en sustrato sin adicion de Cd
mostraron en promedio una concentracién de 2,07 mg.Kg?, 8,64 mg.Kgly 7,44 mg.Kgty
una extraccion de 0,002 mg, 0,03 mg y 0,03 mg, para raiz, parte aérea y planta completa.
Es importante resaltar que la concentracién de Cd total al inicio del experimento fue de 0,8

mg.Kg?!y de Cd disponible de 0,1 mg.Kg™.

La Eaps S€ incremento, pero la Egs-raiz disminuyd con la presencia de Cd en el sustrato. En
presencia de Cd, las plantas de cacao mostraron en promedio una Eapsde 1,42 mg.gty
una Egs-raiz de 2,32. Mientras que en plantas sin adicién de Cd la Eaps fue de 0,04 mg.g?ty
la Es-raiz fue de 4,09.

La concentracion de Cd en la raiz fue el Unico parametro en el que se observaron

diferencias significativas debidas a la inoculacion de plantas de cacao con lineas
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monosporicas diferentes de AMF. Las plantas no inoculadas concentraron menos Cd en
su raiz (96,29 mg.Kg™) que las inoculadas con las lineas monospéricas C2 (170,38 mg.Kg-
1), C3 (199,08 mg.Kg™?) y Al (182,77 mg.Kg™). Las raices de las plantas inoculadas con
esta ultima linea concentraron significativamente mas Cd que las inoculadas con la linea
X38 (131,26 mg.Kg™?).

La concentracién total y disponible de Cd en el sustrato fue mayor en aquellos sobre los
cuales hubo adicion de este metal pesado. EI Cdt y Cdd en el sustrato de plantas
enriguecidas con Cd fue en promedio de 34,89 mg.Kg?y 23,50 mg.Kg?, respectivamente.
Por su parte, en el sustrato sin enriquecimiento de Cd, el Cdt y Cdd fue en promedio de
0,8 mg.Kg!y 0,1 mg.Kg?, respectivamente (Tabla 6.1). Asi, la FCB con base en Cdd fue
significativamente menor en sustratos enriquecidos con Cd (11,35) con respecto al control
sin Cd (74,43).

Durante el periodo evaluado, el efecto principal de la aplicacion de Cd al sustrato de plantas
en los parametros de fluorescencia Fv/Fo, @(Po), y(Eo), G(E0O) y Plas, cambid
radicalmente. Estos cinco parametros mostraron valores mas altos en plantas sometidas
a Cd en la semana cuatro después de trasplante (DT), no obstante, en la semana siete DT
(Plass) Y en la 10 DT, presentaron los valores mas bajos (Tabla 6.1 y Figura 6.3). Por su
parte, la adicion de Cd al sustrato de plantas de cacao disminuyé los valores de U(Ro)
desde la semana cuatro DT. También se observo la disminucién de (i(Ro) y Pl €n

respuesta al Cd solamente en las semanas siete y 10 DT (Tabla 6.1).
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Figura 6.3. Eficiencia maxima potencial con base en Fo de plantas inoculadas con
diferentes lineas monosporicas de FMA y sometidas a Cd. A) Muestreo 1 (4 semanas DT)
y b) Muestreo 3 (10 semanas DT) , n=4. Las columnas representan las medias (xDE). Las
columnas marcadas con letras diferentes son significativamente diferentes de acuerdo con

la prueba de Tukey (p<0.05).

De forma similar, los parametros de fluorescencia Fv/Fo, ((Po), y (Eo), G(E0) y Plabs
cambiaron de forma significativa en los diferentes tratamientos de inoculacion con lineas
monosporicas diferentes de HFMA, particularmente, en la semana cuatro DT. En general,
para los parametros mencionados las plantas inoculadas con X38 tuvieron los mayores
valores y las inoculadas con C3 los menores valores. Por el contrario, los valores de G(Ro)

mostraron una tendencia opuesta que sélo se observé en la semana cuatro DT (Tabla 6.1).

Con respecto a los parametros de fluorescencia en general, los efectos principales de la
aplicacion de Cd al sustrato y de la inoculacién de las plantas, cambiaron a lo largo del
periodo evaluado. Por esta razon, el indice compuesto de tolerancia (IT) se calcul6 con y
sin estos parametros. Sin los parametros de fluorescencia el mayor indice lo obtuvieron las
plantas inoculadas con la linea monosporica X38 y el menor, las plantas inoculadas con la
linea monosporica C3 (Tabla 6.2). EI mismo indice considerando los parametros de
fluorescencia, mostré que las plantas inoculadas con la linea monospérica C2 tuvieron
mayores valores mientras que las inoculadas con la linea monospdrica Al, los menores
(Tabla S 6.2). No se observaron diferencias significativas entre plantas inoculadas y no

inoculadas.
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Tabla 6.2. indice de tolerancia compuesta frente al Cd de plantas inoculadas con diferentes
lineas monosporicas de HFMA, sin considerar parametros de fluorescencia. LER: longitud
especifica de la raiz; Cdt: cadmio total; Cdd: cadmio disponible; Eabs: eficiencia en la
absorcion; Etrs: eficiencia en la translocacién; FCB: factor de concentracién biolégica. PS:
peso seco; PS: peso seco; PSPA: peso seco de la parte aérea. n=4 (para PS y célculos

derivados n=8).

Linea A B C D E F G H I J K L M N O P Q R S T U indice (Promedio)
Al 0,41 0,16 0,51 0,16 0,00 0,24 0,15 0,17 0,00 0,22 0,32 0,92 0,00 0,35 0,29 0,19 0,47 0,60 0,39 0,62 0,13 0,30
A5 0,66 0,00 0,00 0,56 0,25 0,60 0,15 0,23 0,34 0,40 0,04 0,60 0,11 0,92 0,73 0,80 1,00 0,55 0,84 0,91 0,74 0,50
C2 0,00 0,37 0,09 0,28 0,74 0,35 0,66 0,65 0,67 0,44 0,50 1,00 0,57 1,14 1,00 0,55 0,41 0,72 0,59 0,68 0,44 0,56
C3 0,01 0,81 0,57 0,00 0,03 0,41 0,39 0,42 0,01 0,00 0,53 0,92 0,18 0,00 0,32 0,00 0,71 0,00 0,08 0,29 0,00 0,27
X38 0,66 0,74 0,50 0,66 1,00 0,66 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90 1,00 1,00 0,37 0,51 0,00 0,34 0,00 0,00 1,00 0,68
Z15 0,97 1,00 0,37 0,40 0,23 0,00 0,00 0,00 0,28 0,59 0,16 0,78 0,56 0,29 0,79 1,00 0,47 1,00 1,00 1,00 0,83 0,56
Z25 0,51 0,95 0,24 0,61 0,25 0,76 0,18 0,28 0,30 0,31 0,14 0,68 0,75 0,52 0,96 0,70 0,45 0,67 0,57 0,65 0,59 0,53
No inoculacién 1,00 0,35 1,00 1,00 0,71 1,00 0,39 0,52 0,82 0,77 0,00 0,00 0,68 0,94 0,00 0,91 0,98 0,82 0,54 0,61 0,94 0,67

A: LER

B: Cdt. (mg/Kg)

C: Cdd. (mg/Kg)

D: Root Cd (mg/Kg)

E: Shoot Cd (mg/kg)

F: Extraccion de Cd -Raiz (mg)

G: Extraccion de Cd -PA (mg)

H: Extraccién de Cd -Total (mg)

| : Concentracion de Cd en Total (mg/k

J: Eabs

K: Etrs.(PAltot)

L: Etrs.(PA/Raiz)

V: FCB (Cdt)

N: FCB (Cdd)

C: Long. Raiz

P: PSRaiz

G: PSTallo

R: PS Hojas

S: PSTot

T: PSPA

U: Raiz/PA

Experimento 2: ¢ Cudl es larespuesta fisioldgica de plantas de cacao inoculadas con

diferentes lineas monosporicas de R. irregularis, frente al déficit hidrico?

Todos los parametros asociados con la produccion de biomasa en las plantas de cacao, a
excepcion de la LER, disminuyeron significativamente en respuesta al déficit hidrico Tabla
6.3). Se observo que las plantas sometidas a este estrés disminuyeron la longitud de su
raiz (11,40%), asi como la biomasa en raiz (61,66%), en tallo (58,72%), en hojas (65,30%),
en la parte aérea (62,89%) y en la planta total 76,81%. Por su parte, la relacién raiz/PA no

tuvo una variacion significativa.

Tabla 6.3. Efecto del déficit hidrico y del genotipo de HFMA sobre parametros fisiolégicos

y de crecimiento de plantas de cacao. Long. Raiz: longitud de raia; PS: Peso seco; PSTot:
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peso seco de toda la planta; PSPA: peso seco de la parte aérea; ITCd: indice de tolerancia;
PA: parte aérea; Eabs: eficiencia en la absorcion; Etrs: eficiencia en la traslocacién; Cdt:
cadmio total; Cdd: cadmio disponible; FCB: factor de concentracién biologica; para los
pardmetros de fluorescencia remitirse al texto o lista de siglas, n= 4 (para PS y célculos
derivados n=8). Los datos representan los resultados del ANOVA de doble via (valor F).

Los niveles de significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05, ns =
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no-significativo. Para los efectos significantes de los factores individuales los resultados se

presentan de acuerdo a la prueba Tukey (p<0.05).

Parametro Estrés hidrico Orden Genotipo HFMA Orden Esgtrés hidrico x genotipo HFN
Long. Raiz 7,48* hidratadas>estresadas 05ns 0,51ns
PS Raiz 177,46** hidratadas>estresadas 049s - 0,48ns
PS Tallo 155,72%*  hidratadas>estresadas 054ns - 0,40ns
PS Hojds 636,91*** hidratadas>estresadas 1,33ns e 1,79ns
PSTot 366,72** hidratadas>estresadas 1,81lns e
PSPA 324,29%* hidratadas>estresadas 1,91ns e 1,89ns
Raiz/PA 0,96ns 082ns 0 eeee- 1,53ns
LER 104,92%* estresadas>hidratadas 1,92ns e 2,79%
Potencial hidrico 11,68** hidratadas>estresadas 033ns - 0,23ns
Raiz-IT Estr. by line NA - 1,02ns - NA
Raiz-IT line NA e 053ns - NA
Tallo-IT Estr. by line NA e 039ns - NA
Tallo-ITline NA e 0,2lns  emee- NA
Hojas-IT Estr.by line NA e 0,80ns - NA
Hojas-ITline NA 05ms - NA
Total-IT Estr. by line NA 05mms - NA
Total-1Tline NA 0,34ns - NA
PA-IT Estr. by line NA - 056ns - NA
PA-ITline NA - 0,36ns - NA
Fv/Fo (4 ddt) 0,05ns - 9, 25%x* X38=A1=725=715=control=A5=C2>C3 0,94ns
. o0t20 6n &RG3WBrs 0 - 5,77 X38=Z25=215=A5=control=C2>C3 0,77ns
. 6920 6n &RZWRNS 0 - 5,09 A1=X38=Z25=C2=A5=control=Z15>C3 2,10%
., 0920 o6n aRL9%ns 00 - 6,54%+* A1=X38=Z25=C2=A5=control=Z15>C3 1,97ns
Low20 6n aRfns 0000 - 2,95 CHimpTl/ HO2YGNBET! mMI'! pA79%8 pl - 0y
,0w20 o6n aRGOns 0 - 112ns e 1,65ns
Pl abs (4 sdt) 5,53* estresadas>hidratadas ~ 6,15"** A1=X38=225=C2=A5=Z15=control>C3
Pl total (4 sdt) 1,86ns 0 - 049ns  eeee- 0,97ns
Fv/Fo (7 sdt) 22,66%* hidratadas>estresadas 1,4mns  —eee- 1,08ns
, 0t 20 0T & RGaE hidratadas>estresadas 1,16ns e 1,37ns
.6920 o071 &R~ hidratadas>estresadas 2,20% ABKC3=715=A1=Z25=control=X32 0,55ns
, 6920 O0T & Ren3pe hidratadas>estresadas 2,22% ABKC3=715=75=Al=control=X@32 0,58ns
Lowz20 6T &R8E3 estresadas>hidratadas 0,70ns e 0,43ns
., 0w20 6T &R0~ hidratadas>estresadas  1,17ns 0 - 1,03ns
Pl abs (7 sdt) 30,02%* hidratadas>estresadas 1,8ns - 0,99ns
Pl total (7 sdt) 63,90%* hidratadas>estresadas 1,32ns aee- 2,46*
Fv/Fo (10 sdt) 20,40%* hidratadas>estresadas 2,28* Z15=A5=C2=contngh1=Z2%X38=C3 3,14*
.6t 20 omn  als ey hidratadas>estresadas ~ 3,23** Z15=A5=C2=contrgl M X M- 0y 3,72%
.6920 oOomn HRIBH* hidratadas>estresadas (0 - — 1,91ns
, 0920 6wmn ARDY hidratadas>estresadas I 1< — 2,26*
Lowzo 6 mn 38610 hidratadas>estresadas  1,00ns = - 1,43ns
., 0w20 o6mn &RKEIWH*  hidratadas>estresadas  0,84ns - 1,98ns
Pl abs (10 sdt) 27,06%* hidratadas>estresadas 1,70ns - 1,59ns
Pl total (10 sdt) 58,79%* hidratadas>estresadas 1,06ns —ee- 1,37ns
Colonizacion 0,47ns  -=-- 0,70ns  eme- 1,02ns

a: analisis no paramétrico

b: Transformacion por raiz cuadrada

c: Transformacion logaritmica

d: Transformacién por coseno

e: Transformacion por raiz cubica

f: Transformacion por logaritmo natural
g: Transformacion Log (1+x)

h: Transformacioén por seno

i: Transformacion por (1/(1+exp(x)))
ns: No hay significancia

sdt: Semanas despuces de transplante
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La LER varié en respuesta al déficit hidrico y a su interaccion con la inoculacién con hongos
formadores de micorrizas. En general, la LER aumenté (140,49%) en plantas de cacao
sometidas a déficit hidrico y particularmente en plantas inoculadas con las lineas
monosporicas Z25 con respecto a la inoculadas con X38, C2, A5 (Tabla 6.3 y Figura 6.4).
Por su parte, el potencial hidrico foliar disminuyé significativamente en 74,08% en plantas
sometidas a déficit hidrico (-1,29 MPa) con respecto a las que no lo estuvieron (-0,74 MPa)
(Tabla 6.3). No se observo el efecto de la inoculacién sobre la variacion en el potencial

hidrico foliar.
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Figura 6.4. Longitud especifica de la raiz con diferentes lineas monospéricas de FMA y
sometidas a déficit hidrico, n=8. Las columnas representan las medias (xDE). Las

columnas marcadas con letras diferentes son significativamente diferentes de acuerdo con

la prueba de Tukey (p<0.05).

A partir de la semana siete después de transplante (DT), la mayoria de los parametros de
eficiencia fotosintética calculados a partir de la fluorescencia la clorofila a, fueron
significativamente menores en las plantas sometidas a déficit hidrico. Estos parametros
fueron Fv/Fo, phi(Po), psi(Eo), phi(Eo), phi(Ro), Pl ¥ Plas. NO obstante, delta (Ro) fue
mayor en plantas estresadas en la semana siete DT y cambid a ser mayor en las plantas
no sometidas a este estrés en la semana 10 DT (Tabla 6.3). En la semana cuatro DT

solamente Plass fue significativamente mayor en plantas sometidas a déficit hidrico.
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En las semanas siete y 10 DT, algunos parametros de eficiencia calculados a partir de la
fluorescencia de la clorofila a, cambiaron en respuesta a la inoculacién con diferentes
lineas monospdédricas de HFMA. En la semana siete DT, los parametros psi(Eo) y phi(Eo)
fueron menores en las plantas inoculadas con la linea monospérica C2 con respecto a las
inoculadas con A5. En la semana 10 DT, los parametros Fv/Fo y phi(Po) fueron menores
en las plantas inoculadas con las lineas X38 y C3 con respecto a las inoculadas con Z15,
A5, C2 y alas no inoculadas (Figura 6.5a-b).
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Figura 6.5. Eficiencia maxima potencial con base en Fo y phi(Po) de plantas inoculadas
con diferentes lineas monospéricas de FMA y sometidas a déficit hidrico (Semana 10 DT),
n=4. Las columnas representan las medias (£DE). Las columnas marcadas con letras

diferentes son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

Debido a que los parametros de fluorescencia variaron en el tiempo, el indice de tolerancia
(IT) compuesto se calcul6 con y sin estos parametros. Sin los parametros de fluorescencia
el mayor indice lo obtuvieron las plantas inoculadas con la linea monospdrica X38 vy el
menor, las plantas inoculadas con la linea monospérica C3 (Tabla 6.4). EI mismo indice
considerando los parametros de fluorescencia, mostré que las plantas inoculadas con la
linea monospodrica C2 tuvieron mayores valores mientras que las inoculadas con la linea
monospdérica C3, los menores (Tabla S 6.3). No se observaron diferencias significativas

entre plantas inoculadas y no inoculadas.
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Tabla 6.4. indice de tolerancia compuesta frente al Cd de plantas inoculadas con diferentes
lineas monospdricas de HFMA, sin considerar parametros de fluorescencia. LER: longitud
especifica de la raiz; PS: peso seco; PS: peso seco; PSPA: peso seco de la parte aérea.
n=4 (para PS y célculos derivados n=8).

Lineas A B C D E F G H | Iindice(Promedio
Al 0,78 0,43 0,88 0,72 0,20 0,23 0,22 0,17 0,82 0,49
A5 0,79 0,51 0,04 0,27 0,43 0,04 0,01 0,09 0,66 0,31
Cc2 1,00 0,69 0,20 1,00 0,78 0,45 0,64 0,52 1,00 0,70
C3 0,95 0,17 0,00 0,54 0,21 0,00 0,00 0,00 0,76 0,29
X38 0,82 0,00 0,65 0,68 1,00 1,00 1,00 1,00 0,29 0,72
Z15 0,57 1,00 0,58 0,00 0,19 0,31 0,05 0,23 0,24 0,35
725 0,00 0,69 1,00 0,06 0,00 0,64 0,26 0,42 0,00 0,34
No inoculacion 0,78 0,11 0,65 0,66 0,23 0,72 0,54 0,54 0,51 0,53

A : LER

B : Pot. Hidrico

C : Long. Raiz

D : PSRaiz

E : PSTallo

F : PSHojas

G : PSTot

H : PSPA

I

. Raiz/PA
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Experimento 3: ¢ Cudl es larespuesta fisiolégica de plantas de cacao inoculadas con
diferentes lineas monospéricas de Rhizophagus irregularis frente al estrés por Cd

en condiciones de déficit hidrico?

Durante el periodo evaluado, el diametro y la biomasa del tallo de las plantas de cacao
disminuyeron principalmente al estrés por déficit hidrico y al estrés combinado,
respectivamente. Las plantas de cacao sin estrés tuvieron un diametro de tallo de 6,68 mm
en promedio. Este valor no varié cuando las plantas estuvieron sometidas a Cd, pero si lo
hizo al someter las plantas a estrés combinado (8,24%) y déficit hidrico (12,20%). Este
altimo estrés indujo la disminucién del didmetro de forma significativa (Tabla 6.5). La
biomasa del tallo de plantas de cacao sin estrés (2,54g) no tuvo diferencias significativas
con la de plantas de cacao sometidas a Cd o a déficit hidrico. Por el contrario, el estrés
combinado indujo una reduccién significativa de 8,05%. El AFE no varié significativamente
frente a los tratamientos evaluados (Tabla 6.5).

Tabla 6.5. Efecto del estrés combinado y del genotipo de HFMA sobre pardmetros
fisioldgicos y de crecimiento de plantas de cacao. n=4 (para PS y calculos derivados n=8).
Los datos representan los resultados del ANOVA de doble via (valor F). Los niveles de

significancia se identifican asi: *** = p<0.001, ** = p<0.01, * = p<0.05, ns = no-significativo.

Parametro Estrés Orden Genotipo HFMA Orden Estres x_genotipo HFM
Altura de la planta (cm) 0,99ns 1,28ns 0,13ns
Didmetro del tallo (mm) 4,80% Cd=No estrégstrés combinadg R S F A OA (i K N R NJ0Qéhs 0,44ns
Peso seco del talfo 7,18* Cd=Noestrég R S ¥ A O AeBtréKchnibMAd® 2 1,05ns 0,85ns
Peso seco de laraiz 2,93* 0,52ns 1,33ns
Peso seco foliar 0,65ns 0,45ns 0,56ns
Peso seco parte aerea 0,31ns 0,17ns 0,50ns
Peso seco total 0,56ns 0,19ns 0,48ns
Relacion raiz/parte aerea 2,06ns 0,53ns 1,23ns
AFE 0,5ns 0,8ns 0,7ns
indice de clorofila 2,39ns 3,26* X384C3=Csno inoc. 2,29%
Area foliar (crﬁ) 0,29ns 0,39ns 0,38ns
Temperatura (°C) 31,02+ Estrés combinado=déficit hidrico>Cd=no estrés 0,06ns
Conductancia estomatita 37,26%* No estrés=Cd>déficit hidrico=estrés combinado 2,05ns 0,62ns
Potencial hidrico foliar 7,17+ No estrés=Cd>estrés combinado=déficit hidrico 0,05ns 0,95ns
Permeabilidad de la membrana 0,76ns 4,44%* Noinocx/ o/ HB:- oy 247*
Conc. Cd PA (mg.®g 25,97+ Cd=estrés combinado>déficit hidrico=no estrés 1,10ns
Conc. Cd Raiz (mg:#Y 37,59%* Estrés combinado>Cd>no estrés=déficit hidrico 0,69ns
Etrsai” 36,1+ Déficit hidrico=no estrés>estrés Cd>estrés combinado 1,88ns
Cdt (mg.Kg)? 72,38 Estrés combinado=Cd>no estrés=déficit hidrico 2,22ns
Cdd (mg.K9? 76,40%* Estrés combinado=Cd>no estrés=déficit hidrico 1,89ns
Colonizacién 0,33ns 0,16ns 0,57ns

a: andlisis no paramétrico

b: Transformacién por raiz cuadrada

c: Transformacion logaritmica

d: Transformacién por coseno

e: Transformacion por raiz cibica

f: Transformacion por logaritmo natural
g: Transformacion Log (1+x)

h: Transformacién por seno

i: Transformacion por (1/(1+exp(x)))
ns: No hay significancia
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La conductancia estomatica, el potencial hidrico y la biomasa de raiz tuvieron un patron
similar de respuesta en tanto que la temperatura foliar el patron contrario. La temperatura
promedio de las hojas de cacao bajo las condiciones de estudio descritas, fue de 26,58 °C
la cual se increment6 de forma significativa con el estrés combinado (7,06%) y el déficit
hidrico (5,87%) pero no por el Cd (1,32%). La conductancia estoméatica que, en hojas de
cacao sin estrés fue de (56,06 s.m?), disminuyé significativamente en estrés combinado
(71,35%) y en déficit hidrico (69,53%) pero no por con Cd (9,38%). El potencial hidrico
foliar en las plantas sin estrés fue de -0,59 MPa pero disminuyé significativamente en
estrés combinado (39,68%) y en déficit hidrico (37,71%) pero no por Cd (3,70%) (Tabla
6.5).

La concentracion de Cd a nivel de la parte aérea y de raiz fue mayor en plantas de cacao
sometidas a estrés combinado y a Cd. A nivel de la parte aérea, las plantas sometidas a
estrés combinado y a Cd, tuvieron una concentracion de 8,85 mg.Kg* y 9,41mg.Kg?,
respectivamente; en contraste, las plantas sometidas a estrés por déficit hidrico o a ninguin
estrés tuvieron una concentracion de 4,62 mg.Kg*y 3,55mg.Kg?, respectivamente. A nivel
de raiz, las plantas sometidas a estrés combinado y a Cd, tuvieron una concentracion de
366,09 mg.Kg? y 148,31mg.Kg?, respectivamente; en contraste, las plantas sometidas a
estrés por déficit hidrico o a ningln estrés tuvieron una concentraciéon de 3,12 mg.Kg?y
3,40mg.Kg?, respectivamente (Tabla 6.5). Asi, la Etrsri, fue de 1,59 para plantas en déficit
hidrico, de 1,18 para plantas sin estrés, de 0,14 para plantas con Cd y de 0,03 para plantas

con estrés combinado.

La concentracion de Cd total (Cdt) y Cadmio disponible (Cdd) en sustrato fue mayor en los
sustratos enriquecidos con Cd. Los sustratos a los cuales se les adicioné Cd, sé6lo o
combinado con el estrés por déficit hidrico, tuvieron una concentracién de Cdt de 28,84
mg.Kg! y 35,23 mg.Kg?, respectivamente; en contraste, la concentracién de Cdt en el
sustrato de plantas con estrés por déficit hidrico o sin estrés fue de 0,8 mg.Kg?* en ambos
casos. La concentracion de Cdd en el sustrato de plantas sometidas a estrés por Cd o
combinado fue de 27,11 mg.Kg?! y 30,31 mg.Kg?, respectivamente; por su parte, los

sustratos a los que no se les adicion6 Cd, tuvieron una concentracion de Cdd de 0,1 mg.Kg"
1

El indice de clorofila y la permeabilidad de membrana de plantas de cacao vari6 entre los

tratamientos de forma estadisticamente significativa, pero con patrones opuestos. Las
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plantas de cacao inoculadas con la linea monosporica X38 tuvieron un mayor indice de
clorofila que las plantas no inoculadas a diferencia de las inoculadas con C2 y C3. En
contraste, las plantas no inoculadas y las inoculadas con las lineas C2 y C3 mostraron
mayor permeabilidad de membrana que las inoculadas con X38 (Tabla 6.5 y Figura 6.6).

No se observaron diferencias significativas entre plantas inoculadas y no inoculadas.
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Figura 6.6. indice de clorofilas de plantas de cacao inoculadas con diferentes lineas
monosporicas de FMA y sometidas a estrés combinado, n=8. Las columnas representan
las medias (xDE). Las columnas marcadas con letras diferentes son significativamente

diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

6.3 Discusion

La respuesta fisiologica de las plantas de cacao inoculadas con diferentes lineas
monosporicas de R. irregularis en un medio enriquecido con Cd se caracteriz6 por
la modificacion del crecimiento, modulacién de la capacidad de absorcion,
translocacion y concentraciéon de Cd y de la alteracion de desempefio de la

fotosintesis, en la fase fotoquimica.

El Cd indujo modificaciones diferenciales en el crecimiento de los érganos de la misma

planta de cacao, de hecho, el érgano con mayor disminuciéon en crecimiento fueron las



116 Estudio del efecto de diferentes lineas monospéricas de R. irregularis

hojas. Precisamente la biomasa foliar, fue el parAmetro de crecimiento que, en este
experimento, resulté mas sensible a la inoculacion de tres de las lineas monosporicas.
Esto indica que el crecimiento foliar de cacao es un pardmetro potencialmente sensible
para evaluar la respuesta de esta especie al Cd y a la inoculacién con HFMA. Sin embargo,
en el segundo experimento no se detectaron diferencias significativas entre las plantas
inoculadas con diferentes lineas monosporicas a nivel de &rea foliar pero si un patrén
similar, lo que sugiere la existencia de otros factores que pudieron afectar la simbiosis con
HFMA, especialmente, la variabilidad genotipica de las plantas de cacao por cuanto

provinieron de semilla sexual.

Adicionalmente, los resultados ponen en evidencia, en primer lugar, que los HFMA
utilizados pueden contribuir al aumento de biomasa destinada a la fotosintesis en
condiciones no estresantes y en segundo lugar, que este incremento varia segun el
genotipo de hongo FMA utilizado. Si se considera que la mayor acumulacion de nutrientes
en las plantas de cacao se da en las hojas (Fernandez et al. 2016) (Anexo A) y que los
HFMA contribuyen a la absorcion de varios nutrientes esenciales para las plantas (Smith
and Smith 2011; Smith et al. 2011; Bucking et al. 2012) es posible que los HFMA indujeran
el aumento en la biomasa (Mohammadi et al. 2011), particularmente de las hojas. Asi, los
resultados podrian constituirse como una evidencia de la variabilidad funcional de los

HFMA en plantas de cacao.

De otra parte, en condiciones de estrés por Cd, los valores de biomasa foliar entre plantas
no inoculadas e inoculadas con las diferentes lineas monospéricas de HFMA fueron
similares lo cual indica que el IT,, debe ser analizado con precaucién en la medida en que
las lineas de HFMA que menos estimulen el crecimiento en condiciones no estresantes,
podrian parecer mejores al considerar el IT. De hecho, todas las lineas monospéticas de
HFMA gue estimularon el crecimiento foliar, se encuentran dentro del grupo de HFMA que

promovieron un menor IT.

En las plantas sometidas a Cd, este metal se acumulé principalmente en la parte aérea de
la planta lo que pudo inducir mayor toxicidad y por lo tanto, menor crecimiento de tallo y
hojas como efectivamente se observd. Si bien, la concentracién de Cd en los sustratos que
no fueron enriquecidos con este metal fue relativamente baja (0,8 mg.Kg?), el rapido
crecimiento de las plantas de cacao a nivel de vivero probablemente implicé una rapida

absorcion de elementos desde el suelo, incluyendo los téxicos como el Cd, como lo
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confirma el hecho de que la Etrsna; y ela FCB (Cdd) fueran mayores en plantas no

sometidas a Cd.

Las bolsas utilizadas en el experimento almacenaron 3 Kg de sustrato, es decir, es
probable gque en cada bolsa hubiera alrededor de 2,4 mg de Cd, lo que puede explicar su
extraccién (0,03 mg) en las plantas que no fueron sometidas a la adicion de Cd en el
sustrato. Una vez en la planta, el Cd se transloca hacia la parte aérea de la planta, sin
embargo, la magnitud de la translocacién parece variar con la concentracién de Cd en el
sustrato asi, la Eusaiz €0 plantas sin adicion de Cd casi duplica a la de las plantas con
adicion de Cd.

De otra parte, si se considera que el P (macroelemento) tiene una Eaps de 18,23 mg.gten
cacao (Fernandez et al. 2016) y que el Cd es un metal pesado y tdxico, es posible afirmar
que el Cd puede ingresar con relativa facilidad a la planta (Eass, 1,42 mg.g') cuando el

sustrato esta enriguecido por este metal.

Las diferencias en la concentracion de Cd en la raiz como respuesta a la inoculaciéon de
plantas de cacao con diferentes lineas monosporicas de HFMA, describen un patron similar
a las diferencias entre lineas monosporicas de HFMA con respecto a la biomasa foliar de
sus plantas hospederas (Tabla 6.1), es decir, los HFMA utilizados pueden contribuir al
aumento de la concentracion de Cd en la raiz y este incremento puede variar segun el
genotipo utilizado. Dado que este efecto pudo deberse a la absorcion diferencial de
nutrientes como se explicé anteriormente, es posible que las lineas monospdricas tengan
efectos diferentes sobre la capacidad de la planta para translocar a la parte aérea los
elementos nutricionales esenciales para la planta y para restringir parcialmente el de
elementos toxicos como el Cd (Gonzalez-Guerrero 2005). No obstante, esta posibilidad es
objeto de futuras investigaciones, particularmente dirigidas a la utilizacion potencial de los

HFMA en procesos de fito-estabilizacion de Cd.

El Cdd constituyd, en el primer experimento, el 67% del Cdt, lo que sugiere que, a
consecuencia de la implementacion del tiempo de la estabilizacion de la muestra, parte del
Cd adicionado al sustrato se dirigio a otras fracciones del sustrato, tal como se describe en

el capitulo segundo de este documento.

Los parametros de fluorescencia evaluados en este capitulo, corresponden a las

relaciones de flujo o eficiencias cuanticas (Gonzalez Moreno et al. 2008). Cada uno de
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ellos describe un segmento del conjunto de reacciones fotoquimicas de la fotosintesis a
través del cual el exiton mueve los electrones (Strasser et al. 2000). Asi, el primer
segmento esta asociado con la oxidacion del centro de reaccion, es decir, con el
atrapamiento de la energia luminica absorbida o fotoquimica primaria dirigida a la
reduccion de la feofitina y la Qa’. Los parametros asociados a este segmento son el
rendimiento cuantico del PSIl con base en la fluorescencia minima o inicial (Fv/Fo) y el

producto cuantico maximo de la fotoquimica primaria (G (Po)).

El segundo segmento esté asociado con la eficiencia del transporte de electrones, es decir,
con la capacidad de que un exiton absorbido para reducir los aceptores de electrones en
el intersistema (PSII-PSI). Los parAmetros asociados a este segmento son la eficiencia con
la que un excitdbn atrapado puede mover un electron después de QA" (y (E0)), la

probabilidad de un excitén absorbido mueva un electron después de QA" ((i(E0)).

El tercer segmento estd asociado con la capacidad de reduccién del aceptor final en las
reacciones fotoquimicas de la fotosintesis. Los pardmetros asociados a este segmento son
la eficiencia con la que un exciton atrapado puede mover un electrén hasta su aceptor final
en el PSI® (l(Ro)) y la probabilidad de un excitén absorbido mueva un electrén hasta su

aceptor final en el PSI ((i(Ro)).

Adicionalmente se analizaron otros dos parametros que integran todos los anteriores. El
indice de vitalidad o funcionamiento con base en la absorcion de energia (Pans) que incluye:
i) la densidad de los centros de reaccion completamente activos, ii) la eficiencia del
movimiento de electrones por cada excitén atrapado dentro de la cadena de transporte de
electrones mas alla de la Qa, Y iii) la probabilidad de que un foton absorbido sea atrapado
en el centro de reaccién. El indice de vitalidad o funcionamiento total (Plwta), por su parte,
incluye los anteriores mas la eficiencia del exciton para reducir el aceptor final del PSI
(GivlI 8k et al. 2008)

De forma interesante, en la semana cuatro DT, las plantas sometidas a Cd, fueron mas
eficientes desde la absorcion de energia luminica hasta la reduccién de los aceptores de

electrones en el intersistema. La literatura reporta extensamente los efectos negativos del

7 Quinona A.
8 NADPH.
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Cd sobre las plantas, incluyendo sus efectos sobre la fotosintesis. Pero son pocos los
reportes que han explicado las posibles causas de efectos positivos de agentes téxicos

sobre las plantas.

La estimulacién de algunos parametros fisiol6gicos o de crecimiento han sido previamente
reportados principalmente a bajas concentraciones de Cd en tomate (Jing et al. 2005),
cebada (Wu et al. 2003) y repollo (Paschalidis et al. 2013). Es un fenémeno conocido como
hornesis (Barcelo and Poschenrieder 2002). Segun estos autores, la hornesis puede estar
asociada a efectos terapéuticos dirigidos a aliviar una enfermedad no detectada, a la
disminucion de la deficiencia latente de un elemento esencial, a la estimulacién de
reacciones de defensa dirigiendo a la activacién general del metabolismo, al mejoramiento
de la nutricion de P y Fe (mayor solubilidad), a alteraciones en la distribucion de

reguladores de crecimiento y a la prevencién de la toxicidad por P, Cu, Mn e H*.

Justamente, el pH del sustrato utilizado en estos ensayos, que implementa las mismas
practicas de los productores de la regién, indica acidez (Tabla S 6.1), asi que es probable
gue el Cd, al ser un catién divalente hubiera contribuido inicialmente a reducir la superficie
celular cargada negativamente y consecuentemente a reducir la actividad del H* en la
superficie de la membrana celular de forma similar a lo propuesto como explicacion para
la hornesis en AF* (Kinraide 1994).

En contraste, la eficiencia con la que un excitén atrapado puede mover un electrén hasta
su aceptor final en el PSI U(Ro), a diferencia de los otros parametros, fue menor en plantas
sometidas a Cd desde la cuarta DT y en los muestreos sucesivos. Esto sugiere que el
efecto toxico del Cd sobre la fotosintesis en su fase fotoquimica comienza con el bloqueo
del flujo electrénico dirigido a la reduccion de NADPH y posteriormente del CO.. La fuerte
disminucion en el crecimiento de la parte aérea de las plantas de cacao en respuesta a la
alta concentracion de este metal descritos previamente, podria obedecer a la limitacién

temprana para reducir el CO; a carbohidratos.

En los muestreos posteriores, especialmente en la décima semana DT, el Cd afect6 todos
los segmentos de la cadena de transporte de electrones que constituyen las reacciones
fotoquimicas de la fotosintesis acentuando su efecto negativo sobre la acumulacién de
biomasa. De hecho, el Cd es un inhibidor efectivo de la fotosintesis (Shanying et al. 2017).

Estos autores citan numerosas investigaciones que reportan los efectos inhibitorios del Cd
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sobre la fotosintesis como disminucion de la sintesis de clorofila, disminucion en el tamarfio
del cloroplasto, inactivacion de las enzimas involucradas en la fijacion de CO., disminucién
de rubisco, disminucién de los complejos cosechadores de luz, del PS | y PSI, disminucién

del rendimiento cuantico del fotosistema |l.

La diferencia en los parametros de fluorescencia entre los tratamientos de inoculacién en
la cuarta semana DT, incluyendo el control, indican que las plantas inoculadas con la linea
monosporica C3 disminuyeron la eficiencia cuantica y el transporte de electrones en el
intersistema (PSIl y PSI). No obstante, estas plantas mantuvieron su capacidad para

reducir el aceptor final en el PSI.

Se han reportado efectos de los HFMA sobre sus plantas hospederas que van desde el
parasitismo hasta la simbiosis mutualista. De hecho, estos efectos pueden depender del
genotipo de los dos simbiontes, de la presencia de otras plantas u hongos FMA en el
sistema (intercambio de recursos), de las condiciones ambientales (estrés) o del ciclo de
vida de la planta hospedera (Johnson et al. 1997; Smith and Smith 2013; Klironomos 2016).
Este es el primer reporte en el que lineas monospdéricas de la misma especie de hongos
micorricicos inducen diferencias en el flujo energético de la fotosintesis de plantas de
cacao en respuesta al Cd. Fernandez (2017) (Anexo C), encontré diferencias significativas
en el flujo energético de la fotosintesis de plantas de Medicago truncatula inoculadas con
diferentes lineas monospéricas de Rhizophagus irregularis en sustrato estéril bajo

condiciones de invernadero.

Las plantas de cacao utilizadas en estos experimentos fueron sembradas individualmente
en un sustrato no estéril y fueron inoculadas en su etapa de vivero. Este contexto implica
gue las plantas tienen alta sensibilidad frente a estreses ambientales debido a que carecen
de las reservas propias de su especie en edad adulta (Niinemets 2010). Estas plantas
estuvieron expuestas a dos presiones ambientales casi de forma simultanea, el Cd y la
inoculacion con HFMA. Para este Ultimo caso es sabido que los hongos FMA, en
condiciones experimentales de campo, pueden inducir un efecto inicialmente negativo de
la planta que, luego de cierto tiempo podria cambiar a ser neutro o positivo (Ceballos Rojas
2016).

Los valores menores de Fv/Fo en las plantas inoculadas con la linea monospérica C3 son
un indicador de estrés y posiblemente de un efecto inicialmente negativo de la inoculacion

con C3 sobre el cacao. Asi, es necesario plantearse si existe variabilidad en el beneficio



121

de la inoculacién a lo largo del ciclo de vida de las plantas hospederas. De otra parte, el
efecto acumulativo del Cd en estas plantas indujo una disminucion ain mas fuerte en su
eficiencia cuantica. Esto mismo sucedié con las plantas inoculadas con las lineas

monosporicas A1, A5y C2 en la semana 10 DT (Tabla 6.1 y Figura 6.3)

Los Unicos parametros evaluados a lo largo del tiempo fueron los de fluorescencia. Los
demas parametros se evaluaron a partir de la semana 10 DT. De forma interesante, el
indice compuesto de tolerancia (IT) sin considerar los parametros de fluorescencia,
sefialan a la linea X38 y a la linea C3 como las de mayor y menor desempefio,
respectivamente. Estos resultados son consistentes con el desempefio fotosintético a nivel
de las reacciones fotoguimicas, observado en la semana cuatro DT. En conjunto, los
resultados sugieren que la variabilidad genética de las lineas monospdricas de los HFMA,

también pueden implicar variabilidad funcional en respuesta a estrés por Cd.

La respuesta fisiolégica de plantas de cacao inoculadas con diferentes lineas
monosporicas de R. irregularis, frente al déficit hidrico se caracteriz6 por una
disminucién del crecimiento general de la planta de cacao y por la alteracién del
desempefio de la fotosintesis, en la fase fotoquimica.

En respuesta al déficit hidrico, las plantas de cacao disminuyeron su crecimiento de forma
relativamente similar en todos sus 6rganos. El agua es un constituyente estructural ubicuo
en las plantas, adicionalmente participa como solvente y reactante en reacciones
bioquimicas en toda la planta (Kirkham 2005). Asi, su deficiencia en plantas de cacao en
vivero indujo una disminucion significativa en el potencial hidrico apoplastico y afecté el
crecimiento de la planta en general. Como se mencioné previamente con el estrés por Cd,
en vivero, las plantas son pequefias y carecen de reservas para hacer frente a condiciones
desfavorables. Consecuentemente, el efecto del estrés afectd el crecimiento de toda la

planta.

La longitud especifica de la raiz (LER) en condiciones de déficit hidrico, al igual que lo
sucedido en respuesta al Cd, aumentd. La LER representa una relacion entre la unidad

estandar de adquisicion (longitud de la raiz) sobre la inversién del recurso en esa unidad
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(masa) (Pérez-Harguindeguy et al. 2013). Segun estos autores, se considera que una LER
alta implica tasas de adquisicion de nutrientes y agua, y de crecimiento relativo mas altas

(por unidad de masa seca), pero con menor sobrevivencia que las plantas con baja LER.

Asi, el incremento de la LER indica que dentro de los mecanismos de tolerancia al déficit
hidrico esta el aumentar la eficiencia en la absorcion de agua a expensas de la biomasa
destinada a la raiz. De otra parte, la interaccién significativa entre el déficit hidrico y la
inoculacion con las diferentes lineas monospoéricas de HFMA resulté del aumento de la
LER en algunas de estas lineas en condiciones de déficit hidrico, principalmente de la linea
Z25.

Finalmente, la falta de significancia estadistica en el Ty, indica que la disminucién en el
crecimiento de las plantas sometidas a déficit hidrico fue similar en respuesta a la

inoculacion de las diferentes lineas monospoéricas de HFMA.

La ausencia de un efecto observable de la inoculacion de lineas monosporicas diferentes
de HFMA sobre la tolerancia de plantas de cacao frente al estrés hidrico no es una
evidencia absoluta acerca de la ausencia de variabilidad funcional en este sentido. La
razon que hay evidencia reciente que ha demostrado que hay variabilidad en la respuesta
de plantas de yuca frente al estrés por déficit hidrico en condiciones de campo, inclusive
con algunos de los mismos genotipos utilizados en esta investigacion (Pefia, en

preparacion).

En la semana 4 DT, el indice de vitalidad con base en la absorcion de energia (Pias) fue
ligeramente mayor en plantas sometidas a déficit hidrico. Sin embargo, no se presentaron
diferencias significativas en los otros parametros. Si se considera que la imposicion del
déficit hidrico sucedié en la semana dos DT, es posible que para el momento de la
evaluaciéon (semana cuatro DT), la intensidad del estrés no fuera lo suficientemente alta o
gue las plantas desplegaron mecanismos iniciales para mantener la eficiencia en el uso
del agua (Lozano and Fonseca 2016) o para conservar el balance entre moléculas
antioxidantes y especies reactivas de oxigeno (ERO) (Caravaca et al. 2005; Alguacil et al.
2006). Luego de la semana cuatro DT, el Plas fue mayor en las plantas hidratadas

indicando que las plantas se estresaron posteriormente.

En los muestreos posteriores, tanto la absorcibn como el transporte de electrones

disminuyeron su eficiencia. La restriccién de agua tiene varios efectos sobre la fotosintesis
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en su fase fotoquimica. Dentro de estos efectos se encuentra i) la disminucion de la fotélisis
del agua para donar los electrones destinados a reducir los centros de reaccion
previamente oxidados, ii) el aumento en la produccion de ERO por cuenta de la sobre-
exitacién del sistema, iii) la perdida de la estructura nativa de las proteinas y el aumento
en la permeabilidad de las membranas causados por las ERO (Zlatev and Yordanov 2005;
Pinheiro and Chaves 2011; Murata et al. 2012; Gururani et al. 2015). La capacidad para
reducir los aceptores finales en el PSI fue mayor en plantas estresadas y sélo se redujo en
la semana 10 DT en estas plantas indicando que probablemente en este segmento de la
fase fotoquimica de la fotosintesis hubo un efecto asociado con la tolerancia a la
deshidratacion como el mantenimiento el balance de especies reactivas de oxigeno (ERO)

mencionado previamente.

De forma similar a lo sucedido en el experimento uno de este capitulo, se observé tanto
variabilidad en los parametros de eficiencia fotosintética a nivel de la fase fotoquimica en
respuesta a la inoculacién con diferentes lineas monosporicas de HFMA, como variabilidad
a lo largo del tiempo dentro del marco de medicién de esta investigacion, lo cual es
especialmente interesante en la medida de que el analisis de estos experimentos
factoriales permitié ver el efecto principal de la inoculacion (y su patron de variabilidad) a
pesar de que el factor estrés (hidrico o por Cd) fuera diferente en cada experimento.

El indice compuesto de tolerancia (IT) sin considerar los parametros de fluorescencia
sefiald a las lineas X38 y C3 como las de mayor y menor desempefio, respectivamente.
Estas dos lineas también fueron identificadas en el experimento 1. Este resultado es
interesante en la medida en que i) si bien no consideran la fluorescencia dentro del calculo,
son coincidentes con la mayoria de parametros de eficiencia fotosintética a nivel de las
reacciones fotoquimicas en la semana cuatro DT, ii) corresponden a respuestas frente a
dos estreses diferentes, es decir, deben haber patrones de respuesta similares frente a
estreses diferentes y estos patrones pueden ser modulados por la identidad del hongo
FMA inoculante; y iii) estos efectos se pudieron apreciar a pesar de que el sustrato no fue
estéril y a que no hubo diferencias significativas en la colonizacion de raices, lo que sugiere
un efecto funcional independiente del porcentaje de colonizacién. Ceballos et al. (2013)
tampoco encontrd una relacion significativa entre el porcentaje de colonizacién de raices y

la funcionalidad de los HFMA inoculados en condiciones de campo.
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Al considerar los parametros de fluorescencia de la semana 10 DT dentro del célculo del
ITmp, tanto en el experimento 1 como en el experimento 2, se observo que la linea
monosporica de hongo FMA C2, tuvo el mejor desemperio. Esto sugiere que dentro de los
patrones de respuesta frente a los estreses puede haber mecanismos de tolerancia a largo

plazo estimulados de forma diferencial por diferentes genotipos de HFMA.

La respuesta fisiolégica de las plantas de cacao inoculadas con lineas
monospodricas contrastantes de Rhizophagus irregularis frente al estrés por Cd en
condiciones de déficit hidrico se caracterizé por los efectos negativos en la
acumulacion de biomasa, por la translocacion de Cd en plantas de cacao de forma
dependiente a su concentracién en el sustrato y por el aparente efecto de la linea

monosporica X38 sobre la “clorofilay la permeabilidad de membrana.

Dentro de las funciones del agua en la planta, la estructural y la de donador de electrones
para la fotosintesis, son determinantes (Kirkham 2005). En este experimento, la funcién
estructural, particularmente en lo concerniente al incremento del volumen celular o
expansion celular pudo afectarse negativamente debido a la ausencia de agua resultando
en la disminucién del diametro del tallo. Por su parte, la disminucién en la produccion de
biomasa a nivel de tallo y raiz, estuvo principalmente asociada con el déficit hidrico por
cuanto en presencia de Cd, las plantas no presentaron diferencias significativas con
respecto a la ausencia de estrés. Consecuentemente, no hay evidencia de una interaccién

de los estreses manejados bajo las condiciones descritas.

El estado hidrico de las plantas solo disminuyd en los tratamientos que tenian restriccion
de riego, lo cual es consistente con la disminucion de la conductancia estomética, que
present6 un patréon similar. Esta disminucién se constituye como una limitante estomatica
de la fotosintesis, disminuyendo el ingreso de CO- a los cloroplastos para su reduccion en
el ciclo de Calvin (Dalal and Tripathy 2018). El resultado de esta limitante es la restriccién

del crecimiento (Pinheiro and Chaves 2011) tal como se observo.

De forma similar al experimento uno de este capitulo, el Cd se acumulé mas en la raiz o
en la parte aérea dependiendo de la concentracion del metal en el sustrato. De hecho, el

valor de Etrsai; en las plantas con adicion de Cd o con estrés combinado, estuvo por debajo
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de 1, mientras que, sin adicion de Cd, lo estuvo por encima de 1. Esto indica una respuesta
radicalmente diferente de la capacidad de translocacion de Cd en la planta dependiendo
de su concentracion en el sustrato. Este efecto de la concentracion de Cd en el sustrato
sobre su dindmica en la planta de cacao ya habia sido identificado en el experimento uno,
pero en el presente experimento es aun mAas notorio, probablemente porque la
concentracion de Cd disponible es mayor a razon de que fue adicionado al sustrato con la
planta sembrada en él.

El efecto de la inoculacion con las lineas contrastantes de HFMA fue coherente con lo
hallado en los experimentos 1y 2 a nivel de parametros asociados con la bioquimica de la
planta. Las plantas inoculadas con la linea monospérica X38, tuvieron un mayor indice de
clorofilas, lo que pudo ser resultado de un incremento en la sintesis de clorofilas 0 a una
disminucion en la tasa de degradacion (Yooyongwech et al. 2016). El patrén opuesto se
encontré en la permeabilidad de las membranas de tejido foliar. La menor permeabilidad
se encuentra en las plantas inoculadas con X38. Esto indica que X38 podria estimular el
sistema antioxidante y asi contribuir a un mejor desempefio fotosintético. A raiz de que
estas diferencias solamente fueron significativas en ausencia de estrés, y de que X38y C3
indujeron respuestas contrastantes frente a dos estreses de forma independiente
(experimentos 1y 2 de este capitulo), es importante, para futuros experimentos, analizar
la dindmica tempo-espacial del Cd en el sistema sustrato-hongo-planta para comprender
las bases fisiologicas que sustentan la funcionalidad de estas dos lineas contrastantes
promisorias para estudios de gendmica funcional y asi, entender las caracteristicas
susceptibles de andlisis para futuros estudios de sefial filogenética dirigidos a programas

de mejoramiento genético, posteriores.

6.4 Conclusiones

La acumulacién de biomasa de diferentes 6rganos de las plantas de cacao en respuesta
al Cd, es diferente y particularmente las hojas tienden a acumular menos biomasa que los
otros organos de la planta. A pesar de la variabilidad funcional de las lineas de HFMA en
la promocién de crecimiento de hojas en condiciones de no estrés, no hay evidencia de

esta variabilidad en condiciones de estrés por Cd.

La concentracion de Cd en el sustrato y la identidad de la linea monospérica de HFMA
inoculante, modularon su absorcion, translocacién y concentracion en plantas de cacao. Al

incrementarse la concentracién de Cd, se incrementa la eficiencia en su absorcién, pero



126 Estudio del efecto de diferentes lineas monospéricas de R. irregularis

se disminuye la eficiencia de su translocacion a la parte aérea. Esto sucedid en estrés por
Cd o en estrés combinado. Por su parte, la inoculacién con diferentes lineas monospéricas
de HFMA tiende aumentar la concentracion de Cd en la raiz en diferente magnitud segun

el genotipo inoculado. No obstante, esto debe ser objeto de futuras investigaciones.

El desempenio de la fotosintesis, en la fase fotoquimica, de plantas de cacao depende del
Cd, de la inoculacién con diferentes lineas monospéricas de HFMA y del tiempo de
exposicion a Cd. La disminucion del desempefio fotosintético frente al estrés por Cd
sucedi6 inicialmente a nivel de la reduccién del NADPH* para luego extenderse a todo el
flujo energético en la fase fotoquimica. En respuesta a la inoculacién, particularmente, la
linea monospérica C3 indujo una respuesta diferente (menor) en el desempefio

fotoguimico de plantas de cacao sometidas a Cd con respecto a otras lineas monosporicas.

El déficit hidrico pero no la inoculacién con lineas monospoéricas de HFMA diferentes,
indujo una disminucion del crecimiento general de la planta de cacao. No obstante, la
arquitectura de la raiz, representado en la LER si cambi0, particularmente en respuesta a
la inoculacién con la linea Z25 sugiriendo efectos que el efecto puede estar dirigido hacia

mecanismos de tolerancia al déficit hidrico que requieren mayor estudio a futuro.

El desempenio de la fotosintesis, en la fase fotoquimica, de plantas de cacao depende del
déficit hidrico y de la inoculacion con diferentes lineas monospoéricas de HFMA. Asi, el
déficit hidrico disminuye el desempefio fotosintético en general y de forma similar a lo
sucedido en plantas de cacao sometidas a Cd, adicionalmente esta respuesta varia a lo

largo del tiempo.

El déficit hidrico, pero no el Cd tuvieron efectos negativos en la acumulaciéon de biomasa
bajo las condiciones evaluadas debido aparentemente a limitaciones estomaticas de la
fotosintesis. Nos obstante, para futuros estudios se deben analizar las posibles

limitaciones estomaticas de la fotosintesis.

Las lineas X38 y C3 indujeron el mayor y menor desempefio, respectivamente tanto en la
respuesta de las plantas de cacao al estrés por déficit hidrico, como en la de Cd (en
experimentos independientes), resultado que coincidié con los obtenidos a partir de la
fluorescencia de la clorofila a. De forma consistente, la linea monospérica X38 parece ser
la linea que contribuye a un mayor contenido de clorofilas y a una menor permeabilidad de

membranas a sus plantas de cacao hospederas.
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6.5 Informacion suplementaria

Table S 6.1. Andlisis quimico y fisico del sustrato.

CO N Ca K Mg Na Al CICE P S Cu Fe Mn zZn B Ar L A
pH Textura
% meq / 100g mg/kg %

4,92 13 01 113 0,09 0,28 0,05 1,2 2,75 50,8 16,7 0,4 53,7 7,5 5,38 <0,12 11 14 75 FA

0,40
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Tensi-n (bar)

Figura S 6.1. Curva de tension de humedad del sustrato utilizado en los ensayos de este
capitulo.
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Table S 6.2. indice de tolerancia compuesta frente al Cd de plantas inoculadas con
diferentes lineas monosporicas de HFMA, considerando parametros de fluorescencia.

Linea A B C b E F G H I J KL MN OP R S T U V W X Y Z AA AB AC indice (Promedio]
Al 0,51 0,87 0,69 0,70 0,58 0,73 0,69 0,68 0,41 0,16 0,51 0,16 0,00 0,24 0,15 0,17 0,00 0,22 0,32 0,92 0,00 0,35 0,29 0,19 0,47 0,60 0,39 0,62 0,13 0,41
A5 0,33 0,94 0,92 0,92 0,75 0,97 0,84 0,86 0,66 0,00 0,00 0,56 0,25 0,60 0,15 0,23 0,34 0,40 0,04 0,60 0,11 0,92 0,73 0,80 1,00 0,55 0,84 0,91 0,74 0,59
Cc2 0,38 0,76 0,69 0,66 1,00 0,82 0,56 0,69 0,00 0,37 0,09 0,28 0,74 0,35 0,66 0,65 0,67 0,44 0,50 1,00 0,57 1,14 1,00 0,55 0,41 0,72 0,59 0,68 0,44 0,60
C3 0,00 1,00 1,00 1,00 0,58 1,00 1,00 1,00 0,01 0,81 0,57 0,00 0,03 0,41 0,39 0,42 0,01 0,00 0,53 0,92 0,18 0,00 0,32 0,00 0,71 0,00 0,08 0,29 0,00 0,42
X38 1,00 0,38 0,00 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 0,66 0,74 0,50 0,66 1,00 0,66 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,90 1,00 1,00 0,37 0,51 0,00 0,34 0,00 0,00 1,00 0,55
zZ15 0,76 0,00 0,12 0,03 0,71 0,15 0,16 0,19 0,97 1,00 0,37 0,40 0,23 0,00 0,00 0,00 0,28 0,59 0,16 0,78 0,56 0,29 0,79 1,00 0,47 1,00 1,00 1,00 0,83 0,48
z25 0,94 0,36 0,08 0,07 0,00 0,02 0,13 0,11 0,51 0,95 0,24 0,61 0,25 0,76 0,18 0,28 0,30 0,31 0,14 0,68 0,75 0,52 0,96 0,70 0,45 0,67 0,57 0,65 0,59 0,44
No inoculacién1,00 0,12 0,03 0,00 0,18 0,07 0,12 0,18 1,00 0,35 1,00 1,00 0,71 1,00 0,39 0,52 0,82 0,77 0,00 0,00 0,68 0,94 0,00 0,91 0,98 0,82 0,54 0,61 0,94 0,54
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> > >
O ®m>

: Fv/Fo

: phi(Po)

: psi(Eo)

: phi(Eo)

: delta(Ro)

: phi(Ro)

: Plabs

: Pl total

: LER

: Cdt. (mg/Kg)

1 Cdd. (mg/Kg)

: Root Cd (mg/Kg)

: Shoot Cd (mg/kg)

: Extraccion de Cd -Raiz (mg)
: Extraccién de Cd -PA (mg)

: Extraccion de Cd -Total (mg)
1 Concentracion de Cd en Total (mg/K¢
: Eabs

: Etrs.(PAltot)

: Etrs.(PA/Raiz)

. FCB (Cdt)

: FCB (Cdd)

: Long. Raiz

: PS Raiz

: PSTallo

: PS Hojas

: PSTot

. PSPA

: Raiz/PA



129

Table S 6.3. indice de tolerancia compuesta frente al Cd de plantas inoculadas con
diferentes lineas monospodricas de HFMA, considerando parametros de fluorescencia.

Linecss A B C D E F G H | J K L M N O P Q Indice(Promedio
Al 0,56 0,63 0,59 0,58 0,57 0,66 0,55 0,47 0,78 0,43 0,88 0,72 0,20 0,23 0,22 0,17 0,82 0,53
A5 1,00 1,00 0,83 0,89 0,25 0,86 0,90 0,90 0,79 0,51 0,04 0,27 0,43 0,04 0,01 0,09 0,66 0,56
c2 0,92 0,96 0,88 0,93 0,37 1,00 0,95 1,00 1,00 0,69 0,20 1,00 0,78 0,45 0,64 0,52 1,00 0,78
C3 0,00 0,07 0,08 0,03 1,00 0,22 0,00 0,00 0,95 0,17 0,00 0,54 0,21 0,00 0,00 0,00 0,76 0,24
X38 0,07 0,00 0,00 0,00 0,79 0,00 0,11 0,08 0,82 0,00 0,65 0,68 1,00 1,00 1,00 1,00 0,29 0,44
Z15 0,78 0,86 1,00 1,00 0,00 0,74 1,00 0,84 0,57 1,00 0,58 0,00 0,19 0,31 0,05 0,23 0,24 0,55
Z25 0,40 0,52 0,28 0,30 0,18 0,01 0,32 0,13 0,00 0,69 1,00 0,06 0,00 0,64 0,26 0,42 0,00 0,31
No inoculacién0,61 0,74 0,54 0,57 0,45 0,62 0,49 0,52 0,78 0,11 0,65 0,66 0,23 0,72 0,54 0,54 0,51 0,55

: FvlFo

: phi(Po)
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Semillero de investigacion en agricultura tropical SIAT. Fotografia: Julian Cardenas.




7.Concl usyomecsomendaci ones

7.1 Conclusiones

Las plantas de cacao tienen una alta susceptibilidad al estrés por déficit hidrico, lo cual es
evidente a partir de las evidencias obtenidas con respecto a las limitaciones estomaticas
de la fotosintesis, a limitaciones no estomaticas de la fotosintesis, a la modificacion del

estatus nutricional, y a algunas caracteristicas morfologicas y de crecimiento.

La absorcién de Cd por parte de las plantas de cacao, se modifica con la concentracién de
este metal en el sustrato. Generalmente, hay una mayor absorciéon, pero menor
translocacion en presencia de concentraciones elevadas de Cd. De igual forma, la
concentracion de Cd en el sustrato determiné claramente las respuestas de las plantas de

cacao frente a este estrés, siendo las concentraciones mas altas, las mas deletéreas.

El ecotipo 009 del hongo FMA R. irregularis (Glomygel®), no modificé la respuesta de las
plantas de cacao frente al estrés por déficit hidrico e incrementé la absorcién de Cd cuando
este se encontraba en el sustrato. Sin embargo, cuando las plantas se inocularon con
lineas monosporicas genéticamente diferentes, sus respuestas fisioldgicas variaron de

acuerdo a algunos de los parametros evaluados.

De forma interesante, la identidad de las lineas monospdricas que indujeron las respuestas
mas y menos favorables de las plantas a estrés por déficit hidrico y por Cd,
respectivamente, fue la misma. En este contexto, particularmente la linea monospérica
X38 parece contribuir al mantenimiento de la integridad de las membranas aun cuando

esta funcién en condiciones de estrés es objeto de futuras investigaciones.
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7.2 Recomendaciones

Esta investigacion pone en evidencia la importancia y factibilidad de realizar evaluaciones
funcionales de los HFMA en condiciones realistas, pero también pone de manifiesto la
necesidad de conocer a fondo la dindmica de los factores ambientales asociados a la
respuesta funcional de la inoculacién, incluyendo los factores biéticos y abitticos del
sistema en estudio. Consecuentemente, es muy recomendable generar lineas de estudio
en HFMA que consideren la variabilidad ambiental més alld de los estudios bajo
condiciones controladas y por lo tanto menos aplicables a sistemas reales.

El presente estudio no se puede considerar como un tamizaje screening de lineas
monospdricas de R. irregularis. En consecuencia, con base en la informacion obtenida en
este estudio, es recomendable realizar andlisis de una mayor cantidad de lineas
monospdricas evaluando parametros apropiados para el desempefio de las plantas en
condiciones de estrés, por ejemplo, los relacionados con la fluorescencia de la clorofila a.
Con base en la experiencia adquirida durante el proceso doctoral, se puede afirmar que
esta recomendacion no solamente aplica para plantas de cacao sino también para otros
genotipos de esta y otras especies de plantas, asi como también para otras lineas
monosporicas aln no analizadas. Asi, se abre la posibilidad para explorar un acervo

genético mayor al actual y para aprovechar aquellas interacciones favorables.

El presente estudio, fue realizado en su totalidad bajo las mismas condiciones de vivero,
lo que puede ser aprovechado para plantear investigaciones que estudien el
comportamiento de plantas inoculadas en vivero con HFMA, al ser sometidas a transplante

en campo.

Las condiciones en que se realizé el estudio, no permitieron la utilizacion de equipos de
mayor tecnologia lo que no permitié una mayor comprension de la respuesta de las plantas
inoculadas con diferentes lineas monospdricas, particularmente a nivel de fotosintesis o
de dafio oxidativo. Asi, la recomendaciéon es analizar los genotipos contrastantes

identificados en esta investigacion para su estudio funcional con las técnicas planteadas.

En el planteamiento de los experimentos de este estudio, se considero la optimizacion de
los recursos y la eficiencia en la obtencion de informacion en atencion a la necesidad de
adicionar Cd al sustrato lo que supone un impacto ambiental. Si bien, se tomaron las

precauciones para evitar la contaminacion innecesaria de sustrato y para seguir los
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conductos de descontaminacion del mismo, futuros experimentos podrian utilizar suelo
conocido de zonas contaminadas y con base en la informacion del presente estudio,

contrastar los resultados.

Los resultados obtenidos, no solo abren la posibilidad a futuros tamizajes sino también a
la posibilidad de realizar estudios de asociacién rasgo-marcador basados en informacién
gendmica y fenémica que de lo HFMA y su interaccién con plantas hospederas se esta
obteniendo.
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BANEXOS

A. ANEXO: Articulo cientifico de investigacion
realizado en el marco de esta investigacion.

Fernandez, J. C., W. Bohérquez, and A. Rodriguez. 2016. Dindmica nutricional del
cacao bajo diferentes tratamientos de fertilizacién con N, P y K en vivero Cocoa
nutritional dynamics under different fertilization treatments of N, P and K in nursery.
Rev. Colomb. Ciencias Horticolas. 10(2):367i 380.
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Doi: http://dx.doi.org/10.17584/rcch. 2016v10:2.4702

Dinamica nutricional del cacao bajo diferentes
tratamientos de fertilizacion con N, P y K en vivero

Cocoa nutritional dynamics under different fertilization
treatments of N, P and K in nursery
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RESUMEN

El éxito de las estrategias de expansion de la produccién cacaotera en Colombia por cuenta de las nuevas opor-
tunidades del mercado requiere entre otros, de produccién de plantas de alta calidad. A pesar de que uno de los
factores mis determinantes para la calidad del material vegetal en vivero es la nutricion, Iz informacion exis-
tente no considera caracteristicas genéticas y fisioldgicas inherentes a las plantas ni el balance de nutrientes a

rtir de las condiciones locales para recomendaciones de fertilizacion en el pais. Con el objetivo de analizar
Ea dindmica nutricional de plantas de cacao (IMC67) cuando son sometidas a diferentes dosis de fertilizantes
con N, Py K en ctapa de vivero, s establecicron tres ensayos con dosis variables de N, Py K a partir de su
relacion porcentual, con una dosis de referencia. A los 124 dias después de siembra, se determind la biomasa
seca y el contenido nutricional de N, F, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn y B de las plantas y se estimaron parimetros
de dindmica nutricional, de correlacion entre nutnentes y de eficiencia agrondmica. Los resultados permiten
concluir consistentemente que la dindmica nutricional de N, P y K no solo cambié en relacion a los tratamien-
tos implementados, sino que afectd la dindmica de practicamente todos los otros nutrientes evaluados, lo que
se confirmé al analizar la eficiencia agrondmica de los nutrientes aplicados, por cuanto las diferencias en las
magnitudes de este parimetro comrespondicron a deshalances nutricionales.

/ _\. Palabras clave adicionales: absorcion, extraccion, concentracion, eficiencia agrondmica.
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ABSTRACT

The success of the expansion strategics of cocoa production in Colombia due to the new opportunitics of the
market requires, among others, the production of high quality plants. Although one of the most determinant
factors for the quality of plant material in nursery is nutrition, the existing information does not consider genetic
and physiological charactenistics inherent to plants or nutrient balance from local conditions used for fertilization
recommendations in the country. In order to analyze the nutritional dynamics of cocoa plants (IMC67) when
submitted to different doses of fertilizers with N, P and K in the nursery stage, three experiments with variable
doses of N, P and K from the percentage relation were established, with a reference dose. At 124 days after sowing,
the dry biomass and the N, F, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn as well as B content of plants were determined and also
parameters of nutritional dynamics, correlation between nutrients and agronomic efficiency. The results allow to
conclude consistently that the nutritional dynamics of N, F and K not only changed in relation to the implemen-
ted treatments, but also affected the dynamics of almost all other nutrients evaluated, which was confirmed by

analyzing the agronomic efficiency of the nutrients applied as the differences in the magnitudes of this parameters

corresponded to the nutritional imbalances.

Fecha de recepcion: 31-05-2016  Aprobada para pubicacion: 24-11-2016

O

INTRODUCCION

O

El cacao (Theolroma cacac L) se cultiva en paises del
trépico ubicados entre los 207 latitud norte y 20° la-
titud sur (Clough er al, 2009). El precio del cacao ha
venido presentado una tendencia al alza en tanto que
se espera un crecimiento del consumo de cacao en el
mundo (World Cocoa Foundation, 2014), lo que se
traduce en nuevas oportunidades para ¢l mercado de
cacao para paises como Colombia.

Colombia cuenta con alrededor de 165.000 ha sem-
bradas de cacao pero tiene un potencial de 695.669 ha
sin restricciones para su siembra (Garcia ez al, 2005).
Recientemente, el Plan Decenal Cacaotero 2012-
2021, proyecté expandir la produccién cacaotera con
diversas estrategias dentro de las que se cuentan el es-
tablecimiento de 150.000 ha nuevas, la renovacién de
otras 40.000 ha y el incremento en la productividad
de 400 a 1.200 kg ha* por afio (MADR, 2012). Fara
el éxito de estas estrategias se requiere entre otros,
la produccién de plantas de alta calidad desde la cta-
pa de vivero para ser utilizadas como patrones en las
nuevas plantaciones.

A pesar de que uno de los factores més determinantes
para la calidad del matenial vegetal en vivero es la nu-
tricion (Hartmann er al, 2011), en el pais son pocas
las publicaciones cientificas en torno a la nutricién de
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cacao en ctapa de vivero. Al igual que otros paises, en
Colombia los servicios de extension ain recomiendan
¢l uso de formulas tnicas que no toman en cuenta las
variaciones en ¢l suelo, las condiciones ambientales,
ni ¢l balance de nutrientes a partir de las condicio-
nes locales (Snoeck et al, 2016). Mas escasos son los
reportes cientificos que consideran las caracteristicas
genéticas y fisiologicas inherentes a las plantas y que
determinan cémo absorben, traslocan o usan los nu-
trientes, lo cual puede ser un factor limitante, aun-
que la disponibilidad de nutrientes sea adecuada (Van
Vliet et al, 2013).

En este contexto, la produccién de material vegetal de
propagacion de calidad desde el punto de vista nutn-
cional, implica la realizacion de estudios nutricionales
en los patrones mas utilizados en Colombia. Recien-
temente, Santiago ¢t al. (2016) describieron ¢ efecto
de diferentes tratamientos de fertilizacion con N, Py
K sobre algunos parimetros biométricos indicadores
de calidad de material vegetal de un clon ampliamen-
te utilizado en Colombia como patrén (IMC67), sin
embargo no se suministraron datos acerca de su dind-
mica nutricional. Consecuentemente, el objetivo de
esta investigacion fue analizar la dindmica nutricio-
nal de plantas de cacao (IMC67) cuando son someti-
das a diferentes dosis de fertilizantes con N, Py Ken
etapa de vivero.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron semillas de cacao (IMC67), procedentes
de un jardin clonal ubicado en el municipio de Muzo
{Boyacd, Colombia), las cuales fueron sembradas de
forma individual en bolsas de 3 kg que contenian un
sustrato homogénco compuesto por suelo y arena en
proporcion 1:1. Para esto se utilizé un suelo inceptisol
proveniente de una capa ubicada en los primeros 0
a 20 cm desde la superficie. De este sustrato homo-
génco se tomo una muestra compuesta para andlisis
fisicoquimico (Tab. 1). El experimento se desarrollé
en condiciones de vivero por 124 d. Durante el creci-
miento, las plantas estuvicron bajo polisombra a 12
h de luz natural al 60%, a una temperatura promedio
de 25°C y a una humedad relativa promedio de 83%.
No se presentaron problemas sanitarios importantes,
asi que su manejo fue estrictamente cultural La me-
todologia de establecimiento previamente descrita, se
basé en experimentos similares de nutricién en cacao
(Oyewole et al, 2012; Sodré et al,, 2012; Oliveira et
al, 2015).

Franco arenoao

1656 | 424
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Bajo un diseo completamente aleatorizado, se im-
plementaron tres ensayos de fertilizacién para N, Py
K. En cada ensayo se priorizé un nutriente de interés,
cn ¢l primer ensayo se priorizd el N {ensayo A, N -
P-K), en ol segundo el P (ensayo B, N-F-K) y en el
tercero el K {ensayo C, N-F-K)). En los tres ensayos se
incluyd una dosis variable del nutriente de interés (0,
50, 100 y 150% de la dosis de referencia) y una dosis
fija de los otros dos nutrientes (100% dc la dosis de
referencia): adicionalmente todos los ensayos tuvie-
ron el mismo control absoluto (sin fertilizacion, N, -
P-K)) (Tab. 2). Los fertilizantes utilizados y las dosis
de referencia fucron: urea, 2.6 g/planta; superfosfato
triple (SPT), 1,52 g/planta; cloruro de potasio (KCI),
241 g/planta. Estas cantidades se aplicaron teniendo
en cuenta las necesidades de nitrégeno (N), fésforo
(P,0,) y potasio (K,0) reportadas por Thong y Ng
(1978) para plantas de cacao en etapa de vivero. Las
dosis respectivas se fraccionaron en dos aplicaciones
iguales a los 56 y 64 d después de siembra, para evitar
quemazon en las plantas, debido al poco espacio den-
tro de la bolsa para ubicar ¢l fertilizante.
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[Tlh 2 Estructura de los tratamientos en los tres ensayos.

008

Cada planta constituyd una unidad experimental y
para los andlisis se utilizaron 3-6 unidades experi-
mentales por tratamiento. Las plantas se cosecharon
124 dias después de la siembra (dds) y se separaron
la raiz, el tallo y las hojas. Luego, los rganos se lie-
varon a 104°C por 48 h para la posterior determina-
cién de su biomasa seca y de contenido nutricional

061

584

Tabla 1. Anilisis del sustrato utilizado paralos ensayos de fertiizacion.
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en ol Laboratorio de Aguas y Suelos de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Co-
lombia, sede Bogotd. El N se analizé con el método
Kjeldahl, el P por calcinacién a 600°C y valoracion co-
lorimétrica con molibdato y vanadato de amonio, el B
por el método de Azometina (colorimétrico) y ol Ca,
Mg, K, Cu, Fe, Min, Zn por calcinacién a 600°C, diges-
tién &cida y valoracion por absorcién atémica. Tanto
la biomasa como el contenido nutricional se determi-
naron de forma separada por érganos en una cantidad
de tres a cinco réplicas por tratamiento. No obstante,
algunos resultados se presentan relacionando la raiz
con la parte aérea debido a que reficja mis claramente
la dindmica de los nutrientes a nivel de toda la planta.

Los parimetros asociados con la dindmica nutricional
se evaluaron, para todos los nutrientes analizados en
¢l laboratorio, de forma separada para los ensayos A,
By C. A continuacién, se describe su clculo y unida-
des en que se presentan:

Eficiencia en la absorcién del nutriente (Wang ¢!
al,, 2007):

Cantidad de nutriente en la planta (mg)
Masa seca de la raiz (g)

)]

Extraccion del nutriente (Ribeiroer al, 2008):

Masa seca del
tejido (g) @

Concentracion del
nutriente {mg g”')

Concentracion del nutriente (Ribeiro & al. 2008):

Cantidad de mutricnte en el tejido (mg)
Masa seca (g)

@)

Eficiencia en ¢l uso del nutriente (Ribeiro et al.

2008):

Masa seca (g)
Cantidad de nutriente en la planta (mg)

)

Se realizé un anélisis de correlacion de los pardmetros
mencionados para N, F y K con respecto a los mis-
mos parametros para Ca, Mg, K, Cu, Fe, Mn, By Zn,
de forma independiente en los ensayos A. By C. For
iltimo, se estimé la eficiencia agrondmica (EAgr) de
las diferentes dosis utilizadas en los ensayos A, By C
para N, Py K en cada ensayo. Esto s realizé a partir
de la formula sugenda por Chulam et al. (1996) pero
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modificando el rendimiento comercial por el rendi-
miento biclégica:
Rb{x) - Rb(N-P-K)

EAgr= Canmtidad de nutriente aplicado ©)
con ¢l fertilizante

Donde Rb(x) es el rendimiento biolégico promedio de
las plantas de cada tratamiento y Rb (N-F,-K,) es el
rendimiento biolégico promedio de las plantas que no
recibicron fertilizacion. Para facilitar la comparacién,
se estandarizaron los valores de EArg con respecto al
mayor valor obtenido en cada ensayo.

El anilisis estadistico se realizo inicialmente con un
ANOVA y en los casos en que resultaron diferencias
estadisticamente significativas se realizo una prucba
de comparacién de medias con la pruebar a un nivel de
significancia de 5% utilizando el software estadistico
JMP® versién 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION
Dinamica de extraccion yusode N, Py K

La eficiencia en la absorcién de N (EAN), que indica la
eficiencia en el transporte del N (Soon, 1992), aumen-
t6 en casi un 100% en las plantas que recibicron fer-
tilizacion nitrogenada con respecto a las plantas que
no fueron fertilizadas con este elemento (Tab. 3). Ri-
beiro er al. (2008) encontraron, en clones TSH-365 y
ICS-9, que ¢l aumento en la dosis de N incrementd la
eficiencia en la absorcion de N. La extraccién N en las
plantas fertilizadas con este elemento también se in-
crement6 de forma significativa (en un 100%) y esto
sucedi6 a nivel de raices y de la parte aérea (Tab. 3).

La concentracion natural de N en el sustrato en el
que fueron sembradas las plantulas de cacao (Tab. 1)
es cercana al valor utilizado por Snoeck et al. (2010)
como la concentracién de N en suelo minima adecua-
da para el cacao (0.06%). La concentracion de N en
¢l sustrato equivale a 750 mg/balsa lo que explica la
absorcion de N en las plantas sin fertilizar.

La concentracién de N en las plantas fertilizadas con
este elemento vari tanto por su presencia o ausencia,
como por la dosis aplicada. En presencia de la dosis
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de referencia de P y K, las plantas fertilizadas, con la ]

dosis de referencia de N, tuvieron una mayor con- =

centracién del elemento, que las plantas fertilizadas S . slalia
con la mitad de la dosis, especificamente a nivel de s : EIRIREARAE
la parte aérea. En contraste, no se presentaron dife- =3 I el
rencias significativas en la concentracion de N entre E

plantas que recibicron la dosis de referencia y las que

recibieron mayor cantidad (N, ) lo cual sugiere que = ==
el nivel de 100% N fue suficiente. Las plantas que no g(e|&[3|8
recibicron fertilizacion nitrogenada tuvieron menores @] .| @ o]
concentraciones de N con respecto a las que si lo reci-

bicron, lo cual, es mas evidente en la parte aéreade la g 2 g'-: 3 g
planta (Tab. 3). o B|=| %=

La eficiencia en el uso del N (EUN) fue mayor en las
plantas que no recibieron fertilizacién nitrogenada
(Tab. 3). Independientemente de los tratamientos, la
EUN fue superior en la raiz con respecto a la parte
aérea lo cual es debido a que este rgano acumula las
menores cantidades de nitrégeno que oscilan entre ¢l
10 y 15% del total de N absorbido en comparacion
con el 15-27% en el tallo y con el 58-73% en las hojas
(Fig. 1a). De forma similar a lo obtenido por Ribeiro et
al. {2008), el aumento de la eficiencia de la absorcion

132
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las plantas fertilizadas. No se presentaron diferen- =
cias significativas a nivel de la biomasa total entre < M é 2
los tratamientos; sin embargo, la relacién entre la s Tl=|g|2|g
concentracién foliar de N y la biomasa seca total, E :
describe una curva de tipo cuadritico positivo que g H|lo| 2 als
muestra una clara separacién entre las plantas ferti- . = R S = | @
lizadas con N y las que no lo estaban (Fig. 1b). Esto S -
puede obedecer a que las plantas que no fueron fertili- 2lzlelsld
zadas con N, tuvicron una concentracion foliar ligera- — ;\ ; = E =
mente menor (17,8 mg g') a la establecida por Wessel = == 8
(1971) (18 mg g') como limite inferior de suficiencia : a|lalzlzl=
para la concentracién de N en hojas juveniles de ca- g = ﬁ &l e
cao. La curva cuadratica positiva entre concentracion g B ===
foliar de nitrégeno y biomasa en cacao también fue B
descrita por Souza Jiinior y Carmello (2008). -
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(Fig- 1). En experimentos previos con plintulas de ca- = =
cao bajo sombrio artificial, también se ha encontrado & o B % %
que la adicién de N estimula el crecimiento de una SR N
forma mds evidente que en plantas adultas con som- - = ;- ; 3| s
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I Tabla3. Dinamica nutricional del nitégeno en of ensayo A.

brio natural (Wessel, 1971; Appiah et al.. 2000).
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Ribeiro er al. (2008) estudiaron cinco dosis de N (0,
120, 240, 360, y 480 mg N) que en su forma elemental
presentaban una concentracién por matera, menor
a la implementada en el estudio actual. Asi, es razo-
nable que la concentracion Ny -F-K esté asociada a la
mayor produccion de biomasa.

La relacién parte aérearaiz no tuvo alteraciones sig-
nificativas entre los tratamientos relacionados con la
fertilizacién nitrogenada. Esto puede ser consecuen-
cia de que las plantas presentaron EUN alta entre los
tratamientos cvaluados (Tab. 3).

Fosforo

La cficiencia en la absorcidn de P (EAF) varié segin la
fertilizacién con N y K y segin la dosis de fertilizante
fosfatado aplicado. En presencia de N y K, 1z EAY fue
significativamente mayor en plantas fertilizadas con
la dosis mas alta de P (P,,)) con respecto a las dosis Py,
y by De otra parte, las plantas que no fueron fertiliza-
das (N,-F-K,) tuvieron una EAY similar a la estimada
con plantas fertilizadas con P, (Tab. 4).

A nivel de toda la planta, tanto la ausencia de fer-
tilizacion (N-P-K)) como la fertilizacién con dosis
completa y alta de P (N-F;K) (N-P,,,-K), respec-
tivamente, mostraron una extraccion similar de P,
mientras que la dosis baja (P,) v la ausencia de ferti-
lizacién fosfatada causaron menor extraccidn de fés-
foro cuando las plantas se fertilizaron con Ny K. A
nivel de la raiz y la parte aérea, esto fue mis evidente
con respecto a la dosis baja de P2

Las concentraciones foliar de P en los tratamientos
N-F-K, N-P,-K y N-P, K se encontraron por debajo
de los niveles de suficiencia de P para hojas jévenes
establecido por Wessel (1971) (2,0 mg g'), especial-
mente las dos primeras dosis.

El tratamiento que no tuvo ningin tipo de fertiliza-
cién tuvo la mayor concentracion, tanto para la raiz,
como para ¢l tallo y las hojas {Fig. 2a). Elaumento en
la extraccién y concentracién de P en el tratamien-
to N,-F,-K, con respecto a los demds tratamientos,
pudo deberse a un desbalance entre la relacién N/F a
nivel del suclo. De forma particular, se encontré que
a medida que la relacién N/F,O, (disponibles), dis-
minuia, aumentaba la eficiencia en la absorcién de
P (Tab. 4). Lotodé y Jadin (1981) propusieron que la
medida apropiada de esta relacion N/P a nivel de sue-
lo seria entre 1,5 y 2 de N/F,O, (totales). Dentro de
este rango, pero considerando N y P,0, disponibles
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Figura 1. Efecto de la concentracién de nitrégeno en la biomasa seca. a| Concentracion de ni
plantas de cacao sometidas a tratamientos del ensayo A. b) Relacion de la co
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Figura 2. Relacion entre concentracion de fosfore y su relacian con | biomasa seca. a] Concentracian de fosforo en raiz, talle
y hiojas de plantas de cacas sometidas a tratamientes del ensaye A. b) Relacidn de la concentracion foliar de fasfore

solo se ubica el tratamiento M -F -K _ Hidalgo
(1989) también realizd esta modificacién para F,0,
cn suclos de Costa Rica. o

Las plantas fertilizadas (M -F-K) fueron mds
cficientes en el uso del P que las no fertilizadas (M-
F,-K). De otra parte, no se presentaron diferencias
significativas en la produccion de biomasa de las plan-
tas sometidas a los diferentes tratamientos. Esto fue
debido a que la eficiencia en o uso del P disminuyd
cuando su concentracidn aumentd. Consecuente-
mente, s¢ observd que la relacidn entre biomasa total
y concentracidn foliar de P correspondic a una ten-
dencia lineal negativa que indica la relacidn inversa

entre concentracion de F y el crecimiento dentro del
rango evaluado (Fig. 2b).

Las plantas que tuvieron la mayor concentracion de
F (N-F-K)) v la menor produccidn de biomasa, tam-
bién mostraron una relacidn de concentracién Foliar
MN/F zignificativamente menor (4,0920,46) a la mis-
ma relaciém en los otros tratamientos (12,19+4 69,
datos no mostrados). Fuentes er al. (2016} encontra-
ron que los rendimientos de cacao disminuian de ma-
nera importante con una relacién M/F menar a cineo,
mientras que los mayores rendimientos se obtuvieron
a una relacién de nueve

Vol 10 - Mo, 2. 2018
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Finalmente, las plantas sometidas a la dosis alta de P
presentaron una disminucion en la biomasa de raiz
que modifico significativamente la relacién parte aé-
rea:raiz (Tab. 4), lo que podria confirmar la relacién
inversa descrita previamente.

Potasio

La eficiencia de la absorcién de K (EAK) no cambié
significativamente en los tratamientos del ensayo C.
A nivel de toda la planta y de la raiz principalmente
en las que fueron fertilizadas con N y P (NP, -K),
la extraccion de K Fue mayor en la dosis K, que en
las no fertilizadas con este elemento. Sin embargo, no
hubo diferencias significativas a nivel de |a parte aérea
a pesar que es alli en donde hay mayor acumulacién
de K (Tab. 5). El contenido natural de K en ¢l sustrato
utilizado correspondit a 225 mg. lo que explica la ex-
traccion de K en los tratamientos con K,

A excepeion de las plantas sin fertilizar (N-F,-K), la
concentracion de K aument6 con la dosis creciente de
fertilizante potdsico. La mayor concentracion de po-
tasio en tejidos se presentd cuando las plantas fueron
fertilizadas con la dosis alta de K (K,,,), especialmente
a nivel del tallo y la menor en plantas sin fertilizacién
potsica, pero fertilizadas con Ny P (N_-P K ) es-
pecialmente a nivel de tallo y raiz (Fig. 3a). En cacao,
los altos niveles de N podrian afectan la absorcion de
K (Puentes et al, 2016).

Las plantas sin fertilizar (N-P,-K) presentaron una
concentracién mayor de K que las plantas fertilizadas
con N -P, -K, pero similar a las de los demis trata-
mientos. Esto correspondid a una inadecuada relacion
entre las bases totales intercambiables (BT1) y el N.
Snoeck ¢t al. (2016) reportaron que la relacién dptima
entre las BT] y el N obedece a una linea de regresién
BTI=89*N{%) - 6,15. La BTI calculada con la con-
centracion de N (0,8%s) es de 0,97, lo que indicaque el
tratamiento sin fertilizar presentaba una deficiencia
de N a expensas de las bases intercambiables, incluido
¢l K (datos no mostrados); situacion que se corrigic
con la aplicacién de N en los demds tratamientos.

El tratamiento sin fertilizacién nitrogenada, mostrd
una relacién de concentracién foliar N/K significati-
vamente menor (0,7 =0,17) a la misma relacién en los
otros tratamientos (1,13=0,15, datos no mostrados)
¥y que se acerca a la sugerida por Puentes er al. (2016)
para cacao. Sin embargo, no se observa una relacién
clara entre la magnitud de esta relacién y los resulta-
dos de biomasa.

Rev. Cdomb. Cenc. Hertic.

[ Tabla5. Dindmicanutricional del potasio en el ensayo C.
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La eficiencia en ¢l uso de K (EUK) fue menor en la
dosis alta de K que en las otras dosis, especialmente
en la parte aérea. For su parte, la mayor EUK se pre-
sentd en N-P-K,. La EUK de las plantas sin fertilizar
(N-P-K,), fue similar a la de plantas fertilizadas con
K en presencia de N y I Esto obedece basicamente a
la disminucién de la EUK al incrementar la concen-
tracion del K.

El peso seco de las plantas fertilizadas con dosis K,
fue mayor que en los demds tratamientos. Se deter-
miné una funcién cdbica a partir de la relacién de la
concentracién foliar de K y la biomasa seca total (Fig,
3b). Segin esta Funcién, la concentracién foliar de K
que corresponde al mayor valor de biomasa es 19,0
mg g~', que es muy cercana a la determinada en el
tratamiento (N-P-K.). Segin Snoeck et al. (2007), los
porcentajes de K, Ca y Mg deben ser 8, 68 y 24%,
respectivamente. En el sustrato utilizado el K tiene
¢l 4,3% de las bases intercambiables en tanto que con
K, sube a 14,2%. lo que por una parte, explica la me-
jor absorcién de Ky, por otra, abre la posibilidad de
un efecto negativo por encima de esa dosis, coherente
con la funcién cbica descrita en la figura 3b. Previa-
mente han sido reportados los efectos negativos del
potasio en exceso sobre el crecimiento de plantas de
cacao en etapa de vivero (Frederick, 1961; Sodré et af,,
2012).

De otra parte, la variacién en la fertilizacidn no tuvo
cfecto sobre la relacion parte aérea:raiz en las plantas
de cacao lo que obedece al aumento en la EUK de las
plantas que tenian una menor concentracién de K. Es

probable que los requerimientos por K no sean altos
para este clon en ctapa de vivero. Ahenkorah er al.
(1967) sugirieron que los requerimientos de K en el
cacao tienden a incrementarse con la edad y en espe-
cial, bajo condiciones de poco sombrio.

Correlacion de N, P y K con otros nutrientes

En general, el N se correlacioné negativamente con |
Mg. Cu, Zn y B (concentracion y eficiencia en el uso
del nutricnte) y positivamente con K y Fe (eficiencia
en su absorcidn y extraccidn), y con Ca y Mn (efi-
ciencia en su absorcion, extraccion, concentracion y
eficiencia en ¢l uso) (Tab. 6).

Los patrones de correlacion negativa y positiva de N
con los otros nutrientes son similares a los obtenidos
por Souza y de Camargo (2008) en plantas de cacao
en etapa de vivero, a excepeion del K. Estos autores
atribuyen a un efecto de dilucion de los nutrientes
correlacionados negativamente lo cual es posible que
haya sucedido en este estudio por cuanto se presen-
taron a nivel de concentracién y eficiencia en el uso
del nutriente, pero no a nivel de absorcién. Sin embar-
go, solo se lograron detectar correlaciones negativas
significativas entre biomasa total y la concentracion
totalde Zn (-0,65 ;) ¥ B (046 _; 5er).

Las correlaciones de N con Mg y Zn fueron positivas
en cuanto a la eficiencia en la absorcién y en la extrac-
cion, pero fueron negativas en la concentracién y en
la eficiencia en el uso del nutriente, principalmente

NOFO-KD  NPXD  NPHSD NPX

HRa @Mk o3

NP-KIS

&0
w4 P =00T2¢- 40028« 9950 - 664 8
20 =
00
16 18 2 ) 2 P
Comcentracion follar ge K

con la biomasa seca total.

Figura 3. Relacion entre concentracion de potasio y su relacion con la biomasa seca. a) Concentracion de potasio en raiz, tallo
y bojas de plantas de cacao sometidas a tratamientos del ensayo A. b) Relacion de la conceatracion foliar de potasio
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Tabda . Correlaciones entre eficiencia de absorcion, absercion, concentracion y eficiencia an el uso de N, Py K con relacion

a los mismos parametros en Ca, Mg, Cu. Fe, Mn, In y B.

Dimamica del mutrients

ENSAYD PARAMETRO . : >
EAN 100 | om | o772 | o | o390 | 002 | 062 | 078 | 028 | 033
EAP 1,00 06D 0,76 063 0,63 0,55 -013 061 0.40
EAK 10 | oes [ o7rs |0 | om | oae | o6 | oAt
Absorciin de W 1.00 043 035 0.E8 [iii] 004 0,56 0,78 0,09 4,07
Al Ahsoecidn da P 1.00 031 an 049 063 015 -0,40 023 4,18
MFK, | Absorcin de ¥ 100 | 078 | 071 | 034 | 052 | 045 | 042 | 406
+ Concentracionde M | 100 | 070 [ 028 | o075 |08 [ 07 [ oo [ o | 037 | -ome
Nefio¥s [ Concentacsn de P 10 [ 045 [ 053 | o6 [ ofe [ oz | 0sa | osz | oz
Concentracion de K 1,00 0,03 037 0.0g 012 0. 0,49 033
ELIN 100 | 074 | -0z | o073 | 06 | 067 | 036 | o6 | o3 | o
ELF 1.00 043 046 0ES 0,55 0,06 -0,67 0,33 0,04
ELIK 1m0 | oo | oaz | oo [ om | oo | o3 | e
EAN 1.00 047 0,20 0,20 0.6 0.0z 0,68 0.8l 079 0,56
EAP 1,00 069 0,66 0.ES 0.67 0,55 0,35 084 0,62
EAK 1,00 0,54 0,76 0,18 0,70 0,78 0a1 0,64
Abzoecidn dia M 1.00 020 0,84 0B 055 042 077 0.B0 067 014
@ Absorcién de P 10 [ o4 [ 03 [ o7 [ o072 [ om3 | oo | 06a | oo
N F. K, Absoecidn da K 1,00 0,82 07s 0,58 074 0,64 08t 021
+ Concentracicnde M | 100 | 051 | o3 [ os7 [ 04 [ 0% | o | 065 | 005 | 08
L [ r——— 100 | oos [ 033 o066 [ 055 [ 006 | 051 | 058 | 026
Concentracicn de K 100 |02 | oo8 | 0@ | 005 | 0 | 040 | 07
ELN 1.00 043 0,06 062 034 .58 013 0,86 -01 0,00
EUP 10 | oo |03 | oo | o032 | 06 | 050 | 05 | om
ELK 1.00 0,29 006 041 0,05 0,06 0.4 012
EAN 1.00 032 069 0B 0,52 0. 068 0.B6 063 013
EAP 1.0 [ o079 [ o047 [ o7 [ o6 [ o6 [ o | ome [ om
EAK 1,00 o 062 k1] 087 0,63 0.80 0,40
Absorcién da N 100 | oog | o7 | oeo | o6t | o4z | of4 | oE | oE2 | ooe
i Ahbzoecidn de P 1.00 0E5 0,76 063 0,73 037 -0,09 053 4,05
WPy, | Absorcién de K tm [ om [ o7z | oee [ om | o5 | o3 | e
- Concentacicnde M | 1,00 | 073 | 006 | 061 | 073 | 0@ | 0z | 080 | 060 | 032
MePia®, | Comcentracitn de P 100 | 043 | 050 [ os2 | o6z | ooe | -0se | 03s | oz
Conceniracion de K 1,00 031 .12 0,06 0,56 0.09 013 042
ELN 100 | 062 [ 007 | 0B | o7 | 05t | o34 | o | o055 | ozs
ELF 100 | 049 | 057 | 036 | 045 | 003 | 057 | 007 | 4
ELK 1,00 4.3 073 0,08 0,43 -0,02 0. 017
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en el ensayo C. Esto se debe a que las dosis de Ky,
parecieron limitar la absorcion tanto de N como de
Mg y Zn (datos no mostrados), en tantoquea K, y
K., la absorcion de N, Mg y Zn aumentaron, indi-
cando asi que las altas concentraciones de K podrian
deprimir la absorcién de otros nutrientes (Fageria,
2001). En cacao este fendmeno habia sido reportado
para Mg, Ga y Fe (Frederick, 1961; Sodré er al,, 2012).
No obstante, la correlacion de N con respectoa Mgy
Zn fue primordialmente negativa debido a efecto de
dilucién causado en los tratamientos con fertilizacion
nitrogenada.

Ademds del efecto de dilucién y de forma similar al
desbalance entre N y P descrito anteriormente, en el
sustrato, el porcentaje de Mg (39,5%) con respecto a
las otras bases intercambiables (K y Ca), fue superior
a la sugerida por Snoeck er al. (2007) (24%), asi que,
cuando hubo fertilizacién con N la absorcién de Mg
disminuyd y las de K y Ca, aumentaron; por el con-
trario, cuando no hubo fertilizacién con N, la absor-
cién de Mg aumento.

La correlacion positiva observada entre N y K, a dife-
rencia de lo reportado por Souza y Carmello (2008),
no correspondi6 a un efecto de dilucion porque aun
con la menor dosis de K (K,), se suministré la can-
tidad suficiente de este elemento en el sustrato. Esto
mismo pudo suceder con Ca, Fe y Mn resultando en
una interaccion positiva. Sumado a esto, la interac-
cién positiva de estos nutrientes con ¢l N en cuanto
a la absorcién sugiere una sinergia a nivel de su trans-
porte a larga distancia. Por una parte, tanto el K como
¢l Ca se han asociado con el transporte de N-NO, por
el xilema (Mengel y Kirkby, 2001) y por otra parte,
Ca, Fe y Mn pueden ser transportados en el xilema
como cationes acompanantes de acidos orgnicos
(Marschner, 2012), cuya produccién puede ser mayor
cn plantas fertilizadas con N dado su efecto positivo
sobre la fotosintesis.

En conjunto, estos resultados obedecen a que el incre-
mento en el suministro de N, aumenta el crecimiento
de las plantas, incrementando la demanda por otras
nutrientes y en algunos casos causando posibles defi-

ciencias (Fageria, 2001).

El P solamente se correlaciond negativamente con Ca
y Mn, lo que puede obedecer a un efecto indirecto
dada la estrecha correlacion positiva entre estos dos
nutrientes y el N, y la correlacion negativa entre N
y F. por las razones expuestas previamente (Tab. 6).
Finalmente, el K se correlaciond positivamente con

todos los nutrientes evaluados en este estudio, espe-
cialmente a nivel de la eficiencia en la absorcidn y en
la extraccién. Sodré er al. {2012) encontraron que la
aplicacion de K aumentd la concentracién de Ca, Mg,
Zn y Mn disponibles en el sustrato, en tanto que la
disponibilidad de Cu y Zn no se alteraron y las de
Al y Fe disminuyeron. Las diferencias radican en que
Sodré et al (2012) utilizaron un sustrato con mayor
cantidad dec matera orgénica lo que facilit6 la com-
plejizacion de los cationes con acidos orgénicos. En el
presente estudio, la cantidad de materia organica fue
baja (1,05%) lo cual explica la mayor disponibilidad
de cationes.

Eficiencia agronémica

En ¢l ensayo A, la eficiencia agrondmica del N fue
mayor en Ny-PK, asi por cada gramo de N aplica-
do, se obtuvo un incremento de 4,22 g en la biomasa
seca, en tanto que la eficiencia agrondmica del P y
del K fueron mas altaen N -PK (833 g g' y 2,19
g g, respectivamente). Sin embargo, en N, -F-K esta
eficiencia solo se disminuyd un 4% (8,19gg'y2,11g
g, respectivamente) (Fig. 4a). Dado que la dosis N,
P-K requiere tres veces mas cantidad de N que la dosis
N.-F-K, se sugiere que la dosis mas apropiada de N es
N FK

En ¢l ensayo B, la eficiencia agrondmica de los tres
clementos aplicados fue mayor en la dosis N-F-K . Asi,
N tuvo una eficiencia de 1,72 g g*, Pde 668 gg'y
K de 1,72 g g' (Fig. 4b). En el ensayo C, la eficiencia
agronomica de los tres elementos aplicados fue mayor
en la dosis N-F-K,, asi N tuvo una eficienciade 2,37 g
g',Pde923g g y Kded,75 g g Fig. 4c).

Los resultados de la EAgren los tres ensayos siguen un
patrén que es coherente con la dindmica nutricional
descrita a lo largo de este documento. Consecuente-
mente, diferencias en las magnitudes probablemente
corresponden a desbalances nutricionales. Puentes e
al. (2014b) encontraron notorias diferencias en varios
tratamientos de fertilizacion de cacao en campo y lo
explicaron a partir de desbalances nutricionales del
cultivo asociados a cambios en la composicion de la
solucién del suelo.

En las dosis superiores a N, y especialmente a N
se presentaron efectos de dilucién de otros nutrientes
y de consumo de lujo en tanto que en las dosis supe-
riores a K se presentaron desbalances con respecto
al TBI (en K.y, Jo que explicaria porque N30 y K50
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tuvicran la mayor EAgr. De hecho, Wessel (1971) en-
contrd, a partir de una revision de investigaciones de-
sarrolladas en Ghana, que las plantas jovenes de cacao
son sensibles al Ny al K.

szl
\\Vﬁ‘{»}'{('
1
[\

NPI1D0X (7) NPK ()

NPIOEN)

NP0 (7)

Figura 4. EAgr de las diferentes dosis utilizadas en los en-
sayos A, By C para N, P y K en cada ensayo. Se
estandarizaron los valores de EArg con respacto al

mayer valor ebtenido en cada ensayo.

Rev. Cdamb. Cenc. Hortic.

La mayor EAgr del P se obtuvo en el 100% de La dosis
debido a que, cuanto estaba en presencia de Ny, v
K, parece haberse obtenido un balance apropiado en
la solucién del suelo que permiti6, no sclo una alta
extraccion de P, sino también una alta eficiencia en su
uso, a diferencia del tratamiento N,-F-K,

Tomado en conjunto, los resultados con los tres gru-
pos de tratamicntos evaluados sugicren que los fu-
turos estudios en nutricién de plantas de cacao en
vivera bajo las condiciones evaluadas, deberian incluir
¢l estudio de relaciones entre los nutrientes a nivel del
suelo y de la planta utilizando dosis de Urea (1,3 g/
planta), SFT (1,52 g/planta) y KCI (1,205 g/planta).
Esto seria un avance importante para la obtencién de
material vegetal de cacao de alta calidad desde el pun-
to de vista nutricional

CONCLUSIONES

La dindmica nutricional de N, Py K cambi6 en rela-
cion a los tratamientos implementados. Asi, la dins-
mica del N en cacao se relaciond con su concentracién
en ¢l sustrato y mostrd un valor critico en términos
de tejido foliar (23,89 mg g*) por encima del cual el
consumo no fue eficiente. La dindmica del ¥ en cacao
se modificd con la relacién N/P,0, (disponibles) en ¢l
suelo que fue més favorable en un valor de 1,58. La
dinimica del K en cacao se modificé con la relacién
entre las BT1 y entre estas y el N en el suelo.

La dindmica nutricional del N, P y K afecté la dina-
mica pricticamente de todos los otros nutrientes
evaluados, princy te debido a los desbalances a
nivel del sustrato y al efecto de dilucién cuando au-
menta ¢l tamafio de las plantas al ser fertilizadas con
N. For dltimo, s importante resaltar que la dindmica
¢ interacciones entre los nutrientes fueron consisten-
tes en los tres ensaycs cvaluados y que la eficiencia
agronémica de todos los tratamientos de fertilizacion
implementados es coherente con la dindmica de los
nutrientes analizados.

La importancia de estos resultados radica en que se
contribuye al entendimiento del manejo de los balan-
ces nutricionales mds que de las dosis de fertilizantes
para la obtencidn de material vegetal de calidad para
trasplante en cultivo de cacao en Colombia.
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B. ANEXO: Articulo cientifico de revision realizado en
el marco de esta investigacion.

Fernandez-Lizarazo, J. C., and L. P. Moreno-Fonseca. 2016. Mechanisms for
tolerance to water-deficit stress in plants inoculated with arbuscular mycorrhizal fungi.
A review. Agron. Colomb. 34(2):179 Available online at:
http://revistas.unal.edu.co/index.php/agrocol/article/view/55569.
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Mecanismos de tolerancia al estrés por déficit hidrico en plantas
inoculadas con hongos micorrizicos arbusculares. Una revision

John Cristhian Fernandez-Lizarazo' and Liz Patricia Moreno-Fonseca®

ABSTRACT

The of areas d by drought worldwide has a
ncpuvr effect on yield and crops production, making water
deficits the most significant abiotic stress that limits the growth
and development of plants. The use of arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) is a strategy that mitigates the effects of this stress
in a sustainable way, given the increase in the tolerance to water
deficit stress in plants inoculated with these fungs; homzr. Ihe

F?

La extension de dreas afectadas porla scqma en todo el mundo
tiene un efecto negativo en la produccion y rendimi delos
cultivos, haciendo que el déficit hidrico sea el estrés abiatico
mis limitante del crecimiento y desarrollo de las plantas. El
uso de hongos micorrizicos arbusculares (HFMA) es una
estnugla que mitiga los efectos de este estrés de una manera

dios han demostrado un aumento

3

exact mech is unk n b the resp
on the water-deficit stress type and is specific to the AMF and
the plant. This review describes the mechanisms that explain
how the AMF colonization of roots can modify the response
of plants during a water deficit, as well as its relationship with
physiological processes that dekemline yield, photosynthesis
and photoassimilate partiti g These mechanisms may in-
dudt maodifications in the mm:m of plant hormones, such as
strigolactones, jasmonic acid (JA) and absicic acid (ABA). The
JA appears to be involved in the stress signal in mycorrhizal
plants through an increase of ABA concentrations and, at the
same time, ABA has a regulating effect on strigolactone con-
centrations. Also, there is improvement of plant water status,
stomatal conductance, nutritional status and plant responses
to cope with a water deficit, such as osmotic adjustment, and
antioxidant activity. These modifications cause an increase in
o, ilation and ph imilate production, improving
plant growth during a drought.

Key words: micorrhizae, hormonal control, stomatal conduc-
tance, nutritional status, antioxidants, photosynthesis.

en la tok ia a déeficit hidrico en plantas inoculadas con
estos hongos. Sin embargo, aun se desconoce ef mecanismo
exacto por el cual los HFMA inducen esta tolerancia ya que
se ha encontrado que la respuesta depende del tipo de estrés
hidrico y ademis es especifica, tanto a nivel del HFMA como
de la planta. Esta revision describe Jos mecanismos potenciales
que explican como la colonizacion de las raices por HFMA
puede modificar el comportamiento de la planta durante el
mrn por déficit hidrico, asi como su relacion con procesos
determi de ks produccidn como la fotosi

yla pcmclon de fc ilados. Estos incluyen
modificaciones en las plantas en el contenido de hormonas
como las estrigolactonas, el icido jasménico (JA) y el dcido
absicico. The JA parece estar involucrado en las deestrés
en las plantas micorrizadas i do ka ion del
acido abscisico (ABA) y, a su vez el ABA regula el efecto de las
estrigolactonas. Igualmente hay una mejora del estado hidrico
de la planta, la conductancia estomitica, el estado nutricional
y un aumento de la respuesta de la planta para contender
con el déficit hidrico como ¢ ajuste osmatico y la actividad
antioxidante. Estas modificaci un enla
asimilacion de CO: y la produccion de fotoasimilados mejo-
rando el crecimiento de las plantas en condiciones de sequia.

Palabras clave: micorriza, control hotmuml t.omiutuncu
estomiitica, estado nutricional ioxidantes, fi i

T oY

ey

Al

Introduction

Currently, the scarcity of water is a problem seen around
the world and it is expected that climate change will
accelerate the severity of droughts (Kahil et al,, 2015).
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Under this scenario, the agricultural use of water is lim-
ited, resulting in an increase in arcas affected by water
deficits, causing significant losses in crops and reducing
average yiclds by more than 50% (Wang ef al., 2003). For
these reasons, water-deficit stress is the most important
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abiotic stress that limits plants growth and development
(Yang et al., 2008).

One of the main effects of water-deficit stress on plant
development is related to a restriction in water uptake and,
therefore, in the nutrient uptake (Sardans et al., 2007).
This restriction results from the decrease in transpiration
rate and alteration in the active transport and perme-
ability of membranes (Sardans et al., 2007), which affect
the biochemical and physiological processes as well as
the metabolism of nutrients and plant growth regulators,
photosynthesis, respiration, and translocation of photo-
assimilates, reducing plant growth (Jaleel et al, 2008).

Since crops production and, therefore, food security depend
on the management of limiting factors, it is necessary to
develop efficient strategies that allow for the improvement
of crop yield under water-deficit stress (FACH, 2012). Re-
cently, it has been observed that the symbiotic interaction
of plants with AMF, in addition to being important from
the agricultural and ecological point of view (Yang ef al,
2008), could be a sustainable mitigation practice for water-
deficit stress (Aroca, 2012).

AMEF are obligate symbiotic fungi that need host plants in
order to complete their life cycles (Schifiler et al., 2001)
and colonize approximately 0% of plant species in the
world and the majority of cultivatable species (Bonfante
and Genre, 2010). This interaction is mainly based on
the exchange of carbon from the host plant and nutrients
from the fungi to the host plant in a symbiotic system
(Atul-Nayyar ef al., 2009). Additionally, AMF allow host
plants to grow more efficiently under biotic and abiotic
stress conditions (Gholamboseini ef al., 2013). It has been
reported that the AMF effect increases with the intensity
of water deficit (Miransari ef al., 2008); however, the effect
is not predictable and the magnitude and type of response
depend on the AMF and plant species and on the degree
of the prevailing water-deficit stress (Zhongqun et al.,
2007) (Tab. 1)

It has been reported that the response of the plant-AMF
symbiosis to a water deficit results from the combination
of nutritional, physical, and cellular effects that mitigate
this water deficit (Augé, 2001). The mechanisms that
explain how AMF can affect the response of host plants
coping with water deficit stress include, 1) modification
of hormonal balance (Estrada-Luna and Davies, 2003), 2)
improvement of plant water status by increasing hydraulic
conductivity through an increase of water absorption by the
external hyphac (Augé et al,, 2007), 3) osmotic adjustment

|1Bﬂ

(Porcel and Ruiz-Lozano, 2004), 4) increase in antioxidant
activity (Goicoechea ef al, 2005) and 5) higher nutrients
absorption (Al-Karaki, 2006). This paper describes these
potential tolerance mechanisms for water-deficit stress in
mycorrhizal plants and the relationship with the physi-
ological process that determines the yicld, photosynthesis
and photoassimilate partitioning,

Modification of hormonal balances

AMF produce changes in isoprenoids content in leaves
of tomato plants (Solanum lycopersicum L.), favoring the
production of essential instead of nonessential isoprenoids,
especially in water stress conditions or after JA applications
(Asensio et al., 2012) (Tab. 1). Theincreasing production of
essential isoprenoids has been associated with the increas-
ing demand and biosynthesis of compounds derived from
carotenoids such as ABA and strigolactones in mycorrhizal
plants under water-deficit stress conditions | Asensio ef al.,
2012). The literature mostly includes ABA, strigolactones,
and JA as the plant hormones related to the mycorrhizal in-
teraction in water deficit conditions (Ludwig-Miller, 2010).

Abscisic acid and strigolactones. Contrasting effects have
been observed for ABA concentrations in mycorrhizal
plants in water deficit conditions, which reflects the com-
plexity of interactions. In some plants, the beneficial effect
of symbiosis with AMF in stress conditions has been at-
tributed to increases of transpiration and water absorption
by roots (Auge, 2001) and it is associated with lower con-
centrations of ABA (Aroca et al, 2013); however, in plants
such as tomato, a water stress significantly increases the
ABA content, with or without of mycorrhizal colonization
{Asensio ef al., 2012). These changes in hormonal levels can
be highly dependent on AMF genotype (Ludwig-Miiller,
2010); it has been determined that, in water-deficit stress
conditions, the symbiosis with AMF regulates the ABA
content (Estrada-Luna and Davies, 2003). ABA can be in-
dispensable for sustaining AMF colonization, particularly
in unfavorable conditions for plants, such as water-deficit
stress (Ludwig-Miller, 2010). In fact, in tomato, ABA in-
creases the susceptibility of plants bo AMF colonization and
appears to play an important role in the development and
functionality of arbuscules (Herrera-Medina et al., 2007).

A significant correlation has been reported between ABA
production and strigolactones (Aroca et al., 2013). Strigo-
lactones correspond to a new class of plant hormones that
regulate the architecture and reproductive development of
plants (Foo and Reid, 2013), but the function for which they
were initially recognized for is the intermediation capacity
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in the mycorrhizal symbiosis process, where they act as
a molecular signal in unfavorable conditions for plants
(Lopez-Racz ef al., 2010).

ABA and strigolactones are apocarotenoids (Auldridge
ef al, 2006) and their biosynthesis is analog (Walter et
al., 2010). One of the possible roles of ABA comes from
its regulating cffect on the strigolactone concentrations.
For example, tomato plants that were deficient in the
synthesis of ABA or treated with ABA specific inhibi-
tors demonstrated a reduced capacity for strigolactone
biosynthesis( Lopez-Raez et al, 2010).

Jasmonic acid and abscisic acid. The biochemical and
molecular responses to AMF colonization in host plants
also include the activation of the JA signal pathway (Teje-
da-Sartorius ef al., 2008). Particularly, JA appears to be
involved in the stress signal in mycorrhizal plants through

an increase of ABA concentrations [Ascnsio ef al, 2012}

Other JA functions include the development and function-
ality of arbuscules together with ABA (Isayenkov et al,
2005). The increase of JA could be related to the variation
of the root osmotic potential, caused by an increase of
carbohydrates from shoots (Ludwig-Miiller, 2010). It has
been suggested that sugar could induce the expression of
genes related to JA biosynthesis, which could elevate the JA
level and produce an increase in the sink strength through
the extracelular imvertase, whose expression is induced in
mycorrhizal roots (Schaarschmidt ef al., 2006).

The narrow relationship found between ABA and AMF
colonization in water deficit conditions, as well as the
functionality of the arbuscules suggests that the association
between AMF and some plants could be one strategy to deal
with a water deficit, probably regulated by the interaction
of ABA with other hormones.

Improvement of plant water status

It has been demonstrated that AMF participate in the
uptake and transport of water in host plants (Auge, 2004).
In sunflowers (Helianthus annuus L.) with a water deficit,
independently colonizing AMF species (Funneliformis
mosseae or Glomus hoi) had a positive effect that has been
observed on the water use efficiency (WUE), as compared
to non-inoculated plants (Gholamhoseini et al, 2013)
(Tab. 1). This suggests that the stomatal conductance,
transpiration rate, hydraolic conductivity and water po-
tential of keaves can be higher in mycorrhizal plants with
awater-deficit stress (Auge, 2004) and that the decrease in

leaves and xylem water potentials, because of the decrease
in the soil water potential, is lower in mycorrhizal plants
(Sdnchez-Blanco et al., 2004).

As a consequence of a decrease in the soil water content,
there is stomatal closure that decreases net photosynthesis
in plants (Goicoechea ef al., 2005). In this way, AMF could
increase net photosynthesis by improving the plant water
status because the increase of stomatal conductance could
result in a greater diffusion of CO, within the mesophyll
(Boldt et al., 2011).

Hydraulic conductivity in extraradical hyphae and roots.
One of the possible mechanisms for tolerance improvement
of mycorrhizal plants to water deficit could be related to
the increase in hydraulic conductivity of roots (Augé et
al., 2008). This increase results from a larger root system
due to AMF hyphae that increase the exploration area in
soil, which has a direct effect on the relative water content
(BWC) (Meddich ef al., 2015) (Tab. 1), water potential,
transpiration rate, and crop yield (Augg, 2001).

Living hyphae that are involved in water transport (Allen,
2009) possess a diameter between 2 pm and 5 pm and can
penctrate smaller soil pores that are inaccessible to root
hairs (10 pm to 20 pm diameter) and thereby absorb water
that is not available to non-mycorrhizal plants (Marulanda
et al., 2003). In addition, AMF have demonstrated a benefi-
cial effect on soil structures, specifically generating stable
aggregates due to the production of a ghycoprotein known
as glomalin (Wu et al, 2008).

Asaconsequence, soil colonization may be as important as
root colonization in the AMF effect on water relationship
in host plants {Augé et al.,, 2007). 1t has been postulated
that differences between AMF species regarding efficiency
of irrigation water in production are due to differences in
their ability to produce external mycelium (Auge, 2004)
and that the length of hyphae is an important parameter
for the characterization of AMF functionality (Cseresnyés
etal., 20013).

Stomatal conductance. The existence of variations in the
stomatal conductance during water deficit periods has been
demonstrated although the effect of AMF is not always
apparent and is unpredictable (Augé et al., 2015). In mycor-
rhizal plants, such as rosemary (Rosmarinus officinalis L)
(Sanchez-Blanco et al., 2004), tangerine (Citrus langerine)
(Wu and Xia, 2006) and rice (Oriza sativa L.} (Ruiz-Sanchez
et al, 2011) under water deficit and inoculated with AME,
an increase in the stomatal conduwctance has been observed
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(Table 1); however, white clover (Trifolium repens L) have
displayed a decreasc in stomatal conductance and an in-
crease in the RWC in the same conditions (Benabdellah ef
al., 2011), both associated with a more water use efficiency
(Tab. 1).

However, this symbiosis does not always generate the
expected results in terms of the water status of plants. For
example, in roses inoculated with Rhizophagus irregularis
in water deficit conditions, the hydration of buds and the
acsthetic appearance during water deficit did not signifi-
cantly improve (Klingeman et al., 2005). Likewise, it has
been reported that tomato plants inoculated with AMF in
water deficit conditions did not present differences in the
RWC, as compared to non-mycorrhizal plants (Garcia-
Sanchez ef al., 2014).

Membrane conductivity. Some studies have demonstrated
that the symbiosis with AMF induces the expression of
genes coding for aquaporins (Ruiz-Lozano, 2003). In
tobacco plants (Nicotiana tabacum L.), it has been demon-
strated that inoculation with AMF not only increases the
expression of genes coding for aquaporins, but also reflects
a greater absorption of water by the plants (Porcel et al.,
2005). In contrast, it was found that, in lettuce (Lactuca
sativa L.} and soy plants (Glycine max L.) inoculated with
F. mosseae and R. irregularis, the water-deficit stress rapidly
and intensely decreased the expression of some aquaporin
genes (PIP), as compared with non-inoculated plants, pre-
senting a less negative hydric potential and higher RWC
(Porcel et al., 2006). Thesc differences in the expression
could indicate differential mechanisms for modifying
the hydraulic conductivity and avoiding water loss at the
cellular level.

Osmotic adjustment

It has been observed that most mycorrhizal plants have a
better osmotic adjustment than non-mycorrhizal plants
(Porcel and Ruiz-Lozano, 2004). For example, AMF colo-
nization of pistachio (Pistacia vera L.) increased tolerance
to water deficits by increasing accumulation of com-
pounds for osmotic adjustment (Abbaspour et al., 2012)
(Tab. 1). Swect potato (Ipomoea batatas (L.) Lam.) plants
inoculated with a mix of Glomus sp. and Acaulospora sp.
demonstrated a greater decrease in the osmotic potential
than non-mycorrhizated plants, indicating higher osmotic
adjustment ability (Yooyongwech et al,, 2016) (Tab. 1),
However, inoculation of plants subjected to water deficit
docs not always induce osmotic adjustment (Augé, 2001).

||B2

Proline is onc of the most important osmolytes for os-
motic adjustment and its accumulation has been reported
in inoculated plants such as white dover (Medina et al,,
2010), Swect potato (Yooyongwech et al, 2016), Loquat
(Eriobotrya japonica LindL) (Zhang et al., 2015), rice (Ruiz-
Sanchez et al., 2011) and pistachio (Abbaspour et al,, 2012)
in water stress (Tab. 1). Nevertheless, some plants do not
increase proline concentration as a tolerance mechanism
to water deficits. For example, mycorrhizal plants of the
indian coral trec (Erythrina variegata L) displayed high
tolerance to a water-deficit stress, associated with an ac-
cumulation of chlorophylls and carotenoids, but not proline
(Manoharan et al,, 2010).

Antioxidant activity

Two mechanisms have been proposed to explain the low
oxidative damage in plants subjected to water deficits and
inoculated with AMF. The first consists of the direct water
absorption by hyphac and its transfer to the host plant,
increasing the water content and decreasing the generation
of reactive oxygen species (ROS). Caravaca ¢t al. (2005)
reported that non-inoculated plants of Myrtus communis
and Phillyrea angustifolia subjected to a drought increased
their superoxide dismutase (SOD) and total peroxidase
(POX) activity as compared to inoculated plants because
these plants had a kesser oxidative stress.

The second mechanism entails an increase in the pro-
duction of enzymatic and non-enzymatic antioxidants
induced by the symbiosis with AMF (Abbaspour et al,,
2012), especially in water-deficit conditions (Zou et al,,
2014; Amiri et al,, 2015). Recently, maize plants under
water deficit conditions have been found to be benefited
by the AMF symbiosis not only by a lower oxidative stress,
but also by local restriction and non-systemic oxidative
stress (Barzana ef al, 2015) (Tab. 1). However, the exact
mechanism involved is not yet clear and requires further
experiments to better understand the actual function of
AMF in the changes of reactive oxygen metabolism and
antioxidants production.

Higher nutrients absorption

It has been established that the increase of pigment levels,
stomatal conductance, transpiration rate and CO, assimila-
tion rate in mycorrhizal plants subjected to a water deficit
is caused by a better nutritional supply. This would explain
why host plants of corn (Zea mayz L) (Zhao et al., 2015) and
loquat (Zhang ef al., 2014) inoculated with different species
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of mycorrhizal fungi and subjected to moderate and severe
water stress significantly improve contents of nitrogen
(]}, phosphorus (F) and magnesium (Mg) among others
in shoots, as compared to non-inoculated plants (Tab. 1)

However, this behavior has not been observed in all plants.
For example, it has been determined that differences of
various photosynthetic parameters observed in tomato
plants, cv. ‘Moneymaker', inoculated with F. mosseae are
not the consequence of increases in Pinduced by the fungi
in the plants (Boldt ef al., 2011).

Phosphorus. Since P is less mobile in soils with little water,
an increase in its acquisition as a consequence of association
with AMF is important for improvement of water relations
in host plants (Augé, 2004). It has been observed that, al-
though the P absorption during water deficit is reduced,
the reduction rate is lower in inoculated plants. This has
been observed in marigold (Tagetes erecta L.) (Asrar and
Elhindi, 2011), wheat (Triticum aestivam L), (Al-Karaki
et al., 2004), tangerine (Wu and Xia, 2006}, sorghum {Sor-
ghum bicolor L.} and squash (Cucurbita pepo L.} (Auge et
al., 2007). These variations in the P absorption rate can
increase roots growth in comparison with non-inoculated
plants (Miransari ef al., 2007}, which can be favorable for
the uptake of water and nutrients.

Nitrogen. AMF can make the assimilation of N more effi-
cient in plants, increasing the activity of the enzyme Nitrate
Reductase (NR), which is induced by the increase of the
substrate (Garg, 2013). Increase in M status in mycorrhizal
is due to increasing N transport through hyphae, which
also increases P concentration, that is required for the
phosphorylation of WE when there are low concentrations
of N (Caravaca et al,, 2005). Likewise, in mycorrhizal plants,
aquaporins could be related to the increase in N due to its
participation in the low affinity transport of ammonium
(Uehlein et al., 2007).

Photosynthesis, partitioning and
production of photoassimilates

It is known that plants subjected to water-deficit stress
decrease photosynthesis because of an accumulation of
ROS that damages the photosynthetic apparatus (Abba-
spour ef al., 2012), which can limit the supply of NADPH
and ATP to the Calvin cycle. As a consequence of AMF
symbiosis, plants improve the water status, which increases
photosynthesis by increasing stomatal conductance and,
therefore, CO, fixing (Boldt ef al., 2001). This relationship

between the stomatal opening and the relative increase in

the photosynthetic activity have been described in corn
(Estrada et al., 2013), guava ( Psidium guajava 1) (Estrada-
Luna et al., 2000) and rosemary (Sinchez-Blanco et al,
2004) although other plants, such as the ‘Tceberg’ rose
hybrid, do not present this relationship (Klingeman et al.,
2005).

On the other hand, high photosynthetic rates in mycor-
rhizated plants subjected to water deficit can also be
explained by non-stomatal factors (Sanchez-Blanco et al.,
2004), mainly by photosynthetic pigments contents and
efficiency of photosynthetic apparatus. The increase of
photosynthetic pigments in plants inoculated with AMFin
awater deficit has been observed in the marigold (Asrarand
Elhindi, 2011}, indian coral tree (Mancharan ef al, 2010},
sweet potato ( Yooyongwech et al, 2016) and tangerine { Wu
and Xia, 2006). In this way, symbiosis avoids the photoinhi-
bition and photodestruction of photosynthetic apparatus by
ROS in stress conditions (Asrar and Elhindi, 2011), which
has been interpreted as a higher tolerance of mycorrhizal
plants, as compared to non-mycorrhizal plants.

A water stress decreases the efficiency of photosystem 11
(PSI1) {(Fv/Fm) and it has been reported that AMF have
a positive effect (Sinchez-Blanco ef al., 2004) or no ef-
fect (Garcia-Sanchez ef al., 2014) on this parameter. Rice
{Ruiz-Sanchez et al.,, 2010), sweet potato (Yooyongwech et
al. 2016}, corn (Estrada ef al., 2013), tomato (Boldt ef al,,
2011), olive (Olea europaea L) and black hawthorn plants
(Rhamnus lycivides L) (Caravaca et al., 2003) present
significant increases in Fv/Fm, which probably decrease
the photorespiration and ROS production (Estrada ef al,,
2013). As a consequence of this modification, there is an
increase in the ability of the plant to use the excitation en-
ergy more cfficiently for OO, assimilation. This increase in
the CO, assimilation causes a higher accumulation of ATP
and reducing equivalents, which could result in a higher
quantity of carbohydrates destined to ensure demands of
AMF (Boldt et al, 20111

It has been observed that, in indian coral tree plants in a
water deficit, the symbiosis with F. mosseae increases the
contents of chlorophylls, carotenoids, and proteins, but
also reduces the contents of sugars, starches and proline
{Manoharan ef al, 2010). Likewise, in trifoliate orange
(Poncirus trifolinta L.) in water stress, high chlorophylls
and carotenoids contents and low sugars and starches
quantities have been observed in plants inoculated with
Glomus versiforme (W ef al., 2006). These behaviors can
be explained by the increase in the sink strength of AMF,
which conducts a greater removal of sugars from plants,
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increasing the demand for photoassimilates (Kaschuk et
al., 2009). The transfer of organic carbon to AMF is not
necessarily an energy load for the plant if its photosynthesis
is limited by the sink (Smith and Smith, 2012).

The mutualistic relationship is only efficient if the gains in
water and nutrients by the plant arc greater than the carbon
supply to the fungi (Torres et al, 2011). This is possible
through two mechanisms, the first involves competition
from the AMF for the carbon partitioned towards the fungi
at expense of the production of other organs, such as roots,
which can be beneficial due to a positive effect of extraradi-
cal colonization on the water status of the mycorrhizated
plants (Miransari et al., 2008). The second mechanism
has AMF that increase the growth of the roots and the
level of carbohydrates in the organ, altering its morphol-
ogy and producing a greater absorption area, which can
be considered a mechanism of tolerance for water deficit
(Sanchez-Blanco et al,, 2004; Caravaca ef al., 2005; Roldan
et al., 2008; Wu et al,, 2008).

Finally, as has been demonstrated in numerous studics,
AMF positively affect plant growth (Tab. 1), modifying the
water balance and nutrient absorption in a water deficit
(Subramanian et al., 2006). As a consequence, AMF arc
experiencing an increased use as an inoculum in sustain-
able production systems (Jeffrics et al, 2003) becausc
of the fact that their application can produce economic

benefits, especially in crops of high commercial value
(Borde et al., 2011).

Conclusion

AMF increase the tolerance of plants to a water deficit;
however, the complexity and diversity of responses caused
by the symbiosis against environmental stresses have
prevented the establishment of a clear mechanism and
appear to have differential modulations according to the
species of AMF, plant species and the conditions in which
the symbiosis is set. Another important component in the
complexity of this relationship could be the susceptibility
of the plant to a water deficit and the effect that this onc has
in its physiology and metabolism since the presence of an
additional sink during a stress condition cannot always be
supported by the plant. Thus, it is probable that, onlyin a
mild or moderate water stress, where the symbiosis quickly
generates a benefit for the plant, the symbiotic association
be advantageous. Although the advances in the last decade
have confirmed, for many mycorrhizal plants, an increase
of tolerance to a water deficit as a result of multiple-level
controlled mechanisms, a more halistic approach is re-
quired to understand this phenomenon.
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TABLE 1. Recent studes (since 2011) showing the effect of AMF on plants subjected to a drought stress.

Plast species

Growth

P comtent

Profine

Soluble sugars

Commercal imoculum
contamning Giomus sg. and

lpomase batalas L)
" Acasospora sp

Leal osmotic poterda
Photosynthetic pigments
Maximum quzntum yield of PSE (FwFm)

Chicrophyll degradation Yooyongwech f al (2016}

Photon yield of PSI {9PSH)
Nat photosynihatic 1ate
Tubsrs par plant
Tuber frash weight

Growth

) S £ :
Eriobokyz jzpomica Lindt wmeiformis mosseas Prolie

Leat water (leaf)

Lipid perowides fleaf andreof)  Zhang efal (2015)

(Osmotic adpstment (root)
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