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RESUMEN

TITULO: ASOCIACION SIMBIOTICA ENTRE HONGOS
FORMADORES DE MICORRIZAS Y PLANTULAS DE
Theobroma cacao ESTIMULADA CON LA APLICACION
DEL ISOFLAVONOIDE FORMONONETINA. PRIMERA
PARTE: DIVERSIDAD DE HONGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES ASOCIADOS A PLANTACIONES DE
Theobroma cacao EN SANTANDER, COLOMBIA’

AUTOR: DIANA GICELA BLANCO VEGA™

PALABRAS CLAVES: Hongos micorrizicos arbusculares (HMA), Theobroma
cacao, diversidad, manejo agronémico.

DESCRIPCION:

El objetivo de este trabajo fue determinar la diversidad de hongos micorrizicos arbusculares
asociados a cultivos de Theobroma cacao con manejo agricola convencional en el
departamento de Santander, Colombia. Esporas de dieciocho especies de HMA fueron
encontradas asociadas a la rizosfera de T. cacao. Nueve especies pertenecientes al género
Glomus, ocho al género Acaulospora y una especie al género Paraglomus. La riqueza, el
indice de diversidad (sensu Whittaker), el indice de Shannon-Wiener y el indice de Simpson
no presentaron diferencias estadisticas entre los municipios estudiados. EIl porcentaje de
colonizacion encontrado en los municipios de Rionegro, El Playéon y San Vicente de Chucuri
semeja el porcentaje de colonizacion observado en sistemas naturales, mientras que el
porcentaje de colonizacion encontrado en los municipios de Landazuri y el Carmen semejan
el porcentaje de colonizacidon presente en sistemas agricolas. Un alto porcentaje de
colonizacion fue encontrado en raices de T. cacao aun con alto nivel de fosforo en el suelo,
lo cual sugiere que T. cacao puede ser una especie altamente dependiente de los HMA. Sin
embargo esta condicion puede implicar una relacion parasitica entre los HMA y las raices de
T. cacao. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la riqueza y la diversidad de
los HMA asociados a las plantaciones de T. cacao, asi como el mantenimiento de una
relacion mutualista en las zonas productoras de Santander, dependen del grado de fertilidad
del suelo y el manejo agronémico de los cultivos.

;Trabajo de Grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director Nelson Rodriguez Lépez.



ABSTRACT

TITTLE: SYMBIOTIC ASSOCIATION BETWEEN MYCORRHIZAL
FUNGI AND PLANTS OF Theobroma cacao
ESTIMULATED WITH ISOFLAVONOIDE

FORMONONETIN. FIRST PART: DIVERSITY OF
ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI ASSOCIATED TO
Theobroma cacao IN SANTANDER, COLOMBIA

AUTHOR: DIANA GICELA BLANCO VEGA™

KEY WORDS: Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), Theobroma cacao,
diversity, agronomic handling.

DESCRIPTION

The aim of this work was to determine the diversity of arbuscular mycorrhizal fungi
associated to plantations of Theobroma cacao with conventional agricultural handling in the
department of Santander, Colombia. Spores of species eighteen of HMA were found
associated to the rhizosphere T. cacao. Nine species belonging to the genus Glomus, eight
species belonging to the genus Acaulospora and one specie belonging to the genus
Paraglomus. The spore densities, richness, the index of diversity (sensu Whittaker) and the
Shannon-Wiener and Simpson indexes did not show statistical differences among the
locations studied. The colonization percentage of Rionegro, El Playéon and San Vicente de
Chucuri resemble the colonization percentaje in natural systems. While the colonization
percentage of Landazuri and EI Carmen resemble to agricultural systems. A high colonization
percentage was found in roots of T. cacao with high level of fosphoro in the soil that suggests
that T. cacao can be a highly dependent species of the HMA. However, this condition can
imply a parasitic relation between the HMA and roots of T. cacao. The results obtained in this
work indicate that the richness and the diversity of the HMA associated to the plantations of
T. cacao, as well as the maintenance of a mutual relationship in the producers areas of
Santander, they depend on the degree of fertility of the soil and the agronomic handling of the
cultivations.

" Work of Degree
Faculty of Sciences, Biology School, Director, Nelson Rodriguez Lépez.



Parte 1. DIVERSIDAD DE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
ASOCIADOS A PLANTACIONES DE Theobroma cacao EN SANTANDER,
COLOMBIA.

INTRODUCCION

Los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) forman una asociaciéon
simbidtica con la raiz de las plantas. Se ha reportado que los HMA
benefician a la planta con un aumento en la toma de nutrientes (Cornwell et
al. 2001), resistencia a estrés hidrico (Augé et al. 2001, Davies et al. 2002a),
resistencia a patogenos del suelo (Garcia-Garrido & Ocampo 2002) e
inmovilizacion de metales pesados en sitios con moderada contaminacion
(Del Val et al. 1999, Davies et al. 2002b, Bi et al. 2003).

El grado de dependencia de las plantas hacia los HMA, ha revelado que la
simbiosis micorrizica puede influir en la composicion y diversidad de las
especies vegetales (van der Heijden et al. 1998a, Harnett & Wilson 1999).
Como consecuencia, una alteracion en la comunidad de HMA afectara la

productividad y diversidad del ecosistema (van der Heijden et al. 1998b).

Las practicas de manejo convencionales de los suelos agricolas, tales como,
la fertilizacion y la aplicacion de fungicidas, representan el principal tipo de
intervencion antrépica que conduce a una disminucién en la diversidad de los
HMA (Cairney & Meharg 1999). Oehl et al. (2003) y Eom et al. (2004) han
reportado que los sistemas agricolas tienen una menor diversidad de HMA
comparada con sistemas naturales. En contraste, Jansa et al. (2002)
reportaron que el manejo agricola no tiene un efecto significativo sobre la
diversidad de HMA. Sin embargo, se debe hacer énfasis en que las practicas

agronomicas deben ser cuidadosamente seleccionadas con el fin de causar



el menor impacto posible sobre la comunidad fungica del suelo (Pande &
Tarafdar 2004).

En la actualidad, es poca la informacion disponible acerca de la riqueza y
diversidad de HMA en sistemas agricolas del neotrépico (Cuenca & Meneses
1996). En tanto que, un amplio estudio se ha realizado en diversos
ecosistemas de La Gran Sabana, Venezuela (Cuenca et al. 1998a b, Cuenca
et al. 2002).

Theobroma cacao L. 1753, es una especie tropical de la familia
Sterculiaceae, su cultivo es de importancia econdmica y amplio desarrollo en
Colombia. Sin embargo, la baja disponibilidad de nutrientes caracteristica de
los suelos del tropico, ha conducido a la aplicacion de fertilizantes y a la
contaminacién quimica de los suelos. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue determinar la diversidad de hongos micorrizicos arbusculares asociados
a cultivos de Theobroma cacao con diferente manejo agricola en el

departamento de Santander (Colombia).
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1. MATERIALES Y METODOS

Area de estudio
Las muestras de suelo fueron colectadas en los municipios de ElI Carmen, El
Playon, Landazuri, Rionegro y San Vicente de Chucuri en el departamento
de Santander, Colombia; municipios que son importantes productores de T.
cacao (Tabla 1).

Muestreo de suelos en las zonas cacaoteras

Para cada municipio las muestras de suelo fueron colectadas seleccionando
cuatro veredas y en cada una de ellas cuatro fincas. En cada finca se
tomaron muestras de suelo a una distancia de 1 y 1.5 m desde el tallo de
cinco arboles de T. cacao mayores a cinco afos, tomando el perfil de
profundidad desde la superficie hasta los 30 cm con un barreno o palin. Para
un total de 160 muestras por municipio.

Andlisis de suelos

Los métodos utilizados para el analisis fisico-quimico de los suelos fueron los
siguientes: El pH del suelo de la rizosfera fue medido después de dilucion
con agua destilada (1:1 v/v). La materia organica fue determinada por el
método colorimétrico de Walkley Black K,Cr,O7-H,SO4 (Jackson 1976). El
fésforo disponible fue determinado por el método de Bray Il. HCL 0.1 N-NH4F
0.03 N. Los cationes intercambiables (K, Ca, Mg, Na) fueron extraidos con
acetato de amonio (Thomas 1982) y determinados mediante
espectrofotometria de absorcién atdomica. El aluminio intercambiable
mediante extraccion con KCI y la textura fue determinada por el método de

Bouyoucous (Day 1965).

Colonizacién micorrizica
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Raicillas de T. cacao fueron separadas de las muestras de suelo, clareadas
con KOH al 10% y coloreadas con azul de tripan siguiendo la metodologia de
Phillips & Hayman (1970). Diez segmentos de raiz (< 3 mm de diametro) de
1 cm de longitud por planta fueron montados sobre placa portaobjetos.
Luego, diez campos por segmento fueron observados al microscopio (10X),
para el reconocimiento de estructuras de HMA. EIl porcentaje de colonizacién
se obtuvo del numero de campos positivos (presencia de arbusculos,
vesiculas, esporas o hifas) sobre el numero de campos totales multiplicado

por cien.

Densidad de esporas

De cada una de las fincas se tomaron 10 g de suelo que fueron procesados
para el aislamiento de esporas siguiendo el método de tamizaje (500u y 38n)
y centrifugacion con sacarosa descrito por Gerdermann & Nicolson (1963).
Las esporas fueron cuantificadas bajo microscopio estereoscopio vy
agrupadas de acuerdo a caracteristicas morfologicas. Posteriormente, las
esporas fueron montadas en alcohol polivinil-lacto-glicerol (PVLG) o en PVLG
+ reactivo de Melzer (1:1 viv). Sodlo las esporas viables y sin ataque
microbiano fueron determinadas mediante la clave de Morton (Morton 1988)

a nivel de género y cuando fue posible a nivel de especie.

Riqueza e indices de diversidad

Con los datos obtenidos se calculé: la rigueza: R= numero de especies de
HMA encontradas en cada vereda; la diversidad (sensu Whittakker, 1977),
D= S/LogN, donde S es el numero total de especies de HMA en la muestra y
N el numero total de esporas en la muestra; el indice de diversidad de
Shannon-Wiener, H'= =¥ (pi In pi) y el indice de Simpson (1-D), D= (pi)?,
donde pi es la proporcidén de individuos de la especie i con respecto al total
(Magurran 1989).

15



Analisis estadistico

La riqueza e indices de diversidad fueron comparados entre los municipios
mediante analisis de varianza de una via ANOVA (Zar 1999). Ademas, fue
realizada una correlacion de Spearman entre la riqueza, indices de
diversidad, porcentaje de colonizacion, densidad de esporas y las

condiciones quimicas del suelo de las localidades muestreadas.
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2. RESULTADOS

Las caracteristicas edaficas de las plantaciones de T. cacao del
departamento de Santander encontradas en este trabajo, muestra suelos con
un pH acido, un nivel medio de materia organica y bajo contenido de K. El
contenido de P es bajo, excepto en el municipio de Landazuri en donde se ha
tenido un manejo quimico de los suelos, con NPK (15. 15: 15) y fosfato
diamonio (8:46:0) (Tabla 2).

En todas las localidades muestreadas fueron encontradas esporas de
dieciocho especies de HMA asociadas a plantaciones de T. cacao. Nueve
especies pertenecientes al género Glomus, ocho al género Acaulospora y
una especie del género Paraglomus (Tabla 3). Glomus rubiformis fue la
especie mas abundante (33.7%) seguida por Glomus sp. 1 (31.5%) y
Acaulospora mellea (9.8%) (Grafica 1). Ademas, G. rubiformis estuvo

presente en todas las localidades muestreadas (Grafica 2).

Los indices de riqueza, diversidad (sensu Whittaker), indice de Shannon-
Wiener e indice de Simpson no difieren estadisticamente entre los municipios
estudiados (Tabla 4). Sin embargo, la riqueza de HMA tiende a ser mayor en
El Playon, mientras que los indices de diversidad evaluados tienden a ser
mas altos en San Vicente de Chucuri, en donde ha sido escaso el uso de
fertilizantes quimicos. La riqueza y los indices de diversidad se

correlacionaron positivamente con la materia organica del suelo (Tabla 5).

Arbusculos, vesiculas, hifas y esporas de HMA fueron observadas en raices
de T. cacao. La diferencia en el porcentaje de colonizacion entre los
municipios fue significativa (p=0.02). Una alta colonizacién fue observada en

El Playén, Rionegro y San Vicente (media 50.2%), mientras que en El
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Carmen y Landazuri se observé una menor colonizacion (Media 34.1%)
(Tabla 4).

La densidad de esporas fue similar en los municipios estudiados (p=0.46) y
no presentd correlacién con ninguna de las condiciones edaficas presentes

en las plantaciones de T. cacao.
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3. DISCUSION

En este estudio fueron encontradas 18 especies de HMA asociadas a
plantaciones de T. cacao. Resultados similares, con menos de 20 especies
de HMA, han sido encontrados en campos de monocultivo con agricultura
convencional y aun en aquellos con rotacién de cultivos (Jansa et al. 2002,
Oehl et al. 2003, Eom et al. 2004).

La riqueza de HMA asociada a plantaciones de T. cacao en Santander,
Colombia fue similar a la reportada en Venezuela por Cuenca & Meneses
(1996), quienes encontraron quince especies de HMA asociadas a la
rizosfera de T. cacao. Sin embargo, sélo tres de las especies observadas en
este trabajo, Acaulospora mellea, A. morrowiae y A. scrobiculata, coinciden
con lo reportado por esos autores. La presencia del género Glomus en todas
las localidades muestreadas en este trabajo, es un indice de la posible
resistencia de estas especies a las diferentes perturbaciones que han sido

causadas al suelo.

En ninguna de las localidades muestreadas en este trabajo, fue encontrado
el género Scutellospora, coincidiendo con lo reportado por Cuenca &
Meneses (1996) y Jansa et al. (2002) en sistemas agricolas. Tampoco fue
observado el género Gigaspora, reportado por Eom et al. (2004) como
ausente en suelos cultivados. Los géneros Scutellospora y Gigaspora han
sido reportados como ausentes en sitios intervenidos y en proceso de

recuperacion (Cuenca et al. 1998a).
La riqueza y la diversidad de HMA asociados a cultivos de T. cacao no vario

de forma significativa entre los municipios estudiados. La diversidad (sensu

Wittaker) y el indice de Simpson fueron similares a lo reportado por Cuenca
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& Meneses (1996). Sin embargo, el indice de Shannon-Wiener fue mayor en
este trabajo. Las diferencias pueden surgir del manejo agrondmico, ya que la
riqueza y diversidad han sido reportadas como bajas en sitios severamente

intervenidos (Beena et al. 2000).

De otro lado, las especies vegetales utilizadas para el sombrio de los cultivos
de T. cacao en este trabajo, tales como Cedrela odorata L., Ceiba pentandra
L., Cordia alliodora Ruiz & Pav. , Erythrina fusca Lour. , Persea americana
Mill. , Anacardium excelsum (Kunth) Skeels, entre otras, pueden dar lugar a

diferencias en la diversidad de HMA.

Jansa et al. (2002), encontraron que los suelos agricolas no afectan de forma
significativa la diversidad de HMA; lo cual puede ser atribuido al hecho de
que los indices de diversidad no reflejan de forma apropiada la estructura del
ecosistema. Teniendo en cuenta, las diferentes tasas de esporulacion de los
HMA vy las dificultades en la determinacidén de las especies muestreadas en

campo, los resultados de diversidad deben ser observados cuidadosamente.

La correlacion positiva encontrada entre la materia organica y la riqueza vy
diversidad de HMA, también fue observada por Cuenca & Meneses (1996) y
Pande & Tarafdar (2004). En este trabajo, los resultados pueden estar
influenciados por la frecuente aplicacion de abono organico (gallinaza,
bovinaza y compost). No obstante, se requiere de mayor informacion y

estudio para establecer el por qué de esta relacion.

El porcentaje de colonizacién micorrizica fue significativamente diferente
entre los municipios estudiados. Esta diferencia podria atribuirse a que los
suelos de las zonas cacaoteras del departamento de Santander presentan
variacion en los niveles de P, debido al manejo agronémico de los cultivos.

En suelos con bajo nivel de P (<15 ppm) como en El Playén, una elevada
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colonizacion micorrizica le puede permitir a la planta acceder a los beneficios
de la asociacién. Por el contrario, en suelos con alto nivel de P (>40 ppm)
como en Landazuri es poco significativa la toma de P que puede ser ejercida

por la micorriza.

Contrario a los reportes donde el porcentaje de colonizacion de HMA
disminuyo con la aplicacion de fertilizantes (Chacén & Cuenca 1998, Cuenca
et al. 1998b, Davies et al. 2005); en este trabajo, las plantaciones de
Landazuri, las cuales han sido fertilizadas, presentaron una media de 32.7%
de colonizacion, coincidiendo con lo observado en suelos agricolas por Eom
et al. (2004). Mientras que el porcentaje de colonizacion en plantaciones con
muy baja o nula entrada de fertilizantes fue del 46.5%, semejando la
colonizacion presente en condiciones naturales (Eom et al. 2004). Sin
embargo, no existen reportes acerca del porcentaje de colonizacién en

sistemas naturales cercanos al area de estudio que puedan ser comparados.

Es posible que T. cacao sea una especie altamente dependiente de los HMA
y que el alto porcentaje de colonizacién (40%) aun con un nivel de P de 59
ppm, sea el resultado de la alta capacidad de inmovilizacién de P de los
suelos tropicales (Schroeder & Janos 2005). Sin embargo, debido a un
aumento en la disponibilidad de un recurso antes limitante, la planta también
estaria corriendo el riesgo de una relaciéon parasitica, al no regular los
exudados para evitar la colonizacion (Vierheilig 2004). Esta deberia ser la
respuesta esperada con el fin de evitar los costos que implica la simbiosis sin
un beneficio nutricional. Ademas, se ha planteado que la asociacién
micorrizica puede moverse entre mutualismo y parasitismo y que la posicion
de los HMA en uno u otro tipo de relacion, puede estar determinada por las
condiciones ambientales y la abundancia de nutrientes en el suelo (Johnson
et al. 1997).
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La disponibilidad de nutrientes y la demanda de carbono (4 a 20%) por parte
del hongo (Bago et al. 2000), sugieren que, el tejido fungico podria estar
liberando sefiales que alteran los exudados en la raiz, lo cual le puede
permitir al hongo beneficiarse de la relacion. Esta situacion podria establecer
el punto en la transicidn mutualismo-parasitismo. Si la colonizacion no es
eliminada, es posible que los costos que representa el drenaje de carbono
hacia el hongo cause una disminucion en el crecimiento de la planta
(Cornwell et al. 2004, Sena et al. 2004). Ademas, las diferentes estrategias
de colonizacién de las especies de HMA (Klironomos 2000, Hart & Reader
2002), también influye en los beneficios para la planta. Sin embargo, mas
datos en condiciones de campo son necesarios para esclarecer el tipo de

relacion parasitica entre los HMA y la raiz de las plantas.

Por otra parte, la densidad de esporas en la rizésfera de T. cacao (media
10.7 esporas/ g de suelo seco) coincide con lo observado por Cuenca &
Meneses (1996). La densidad de esporas puede estar ligada a las diferentes
estrategias ecoldgicas de los HMA (Hart & Reader 2002), que les permiten la
permanencia en suelos que han sido sometidos a algun tipo de disturbio.
Ademas, la tasa de esporulacion también estd influenciada por las
condiciones climaticas y las practicas culturales en el manejo de los campos
(Pande & Tarafdar 2004). En efecto, la densidad de esporas no se
correlaciond con el porcentaje de colonizacion, por lo tanto, el numero de
esporas presente en la rizésfera no debe ser tomado como un indicador del
efecto de la micorriza sobre la planta, resultados similares fueron observados

por Cuenca et al. (2003).

La presencia de una comunidad de HMA adaptada a las condiciones locales
representa una alternativa a implementar en sistemas agricolas con baja
fertilizacion quimica (Klironomos 2003, Davies et al. 2005). Teniendo en

cuenta que las plantas se benefician en diferente grado segun el HMA
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presente en el suelo (van der Heijden et al. 1998a); la composicién y
diversidad de HMA pueden promover la diversidad de especies vegetales
(Klironomos 2000, 2003). Por lo tanto, es indispensable conocer la respuesta
de T. cacao a una especie de hongo en particular, con el fin de observar cual
especie fungica es la que esta beneficiando a la planta. De igual forma, es
importante determinar la influencia de los arboles utilizados como sombrio en
los cultivos y su comunidad fungica asociada, ya que se ha reportado una
interaccion del P disponible y la densidad vegetal en los efectos benéficos de

la micorriza sobre el crecimiento de las plantas ( Schroeder & Janos 2005).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir
que la riqueza y la diversidad de HMA asociados a plantaciones de T. cacao,
asi como el mantenimiento de una relacion mutualista balanceada en las
zonas productoras de cacao en Santander, dependen en gran medida del

grado de fertilidad del suelo y el manejo agronémico de los cultivos.
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Tabla 1.

Latitud y Humedad
Municipio Longitud Altura Precipitacion* T* Relativa*
m.s.n.m. (mm) (°C) (%)
6°41'N;
El Carmen 73°30'W 815 2339,3 241 85
7°28'N;
El Playén 73°12'W 500 1959,4 21,2 81
6°14'N;
Landazuri 73°48'W 1085 3074,6 22,8 88
7°19'N;
Rionegro 73°10'W 800 2146,6 21,3 82
San Vicente de 6°50'N;
chucuri 73°29'W 964 1842,2 21,4 83

*Media Anual

Fuente: Autor
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Tabla 2.

pH M.O. P K Ca Mg Al Textura

Municipio Vereda (%) (ppm) (meq /100 g suelo)

El

Carmen La Fortuna 48 3.9 3 0.14 1.8 0.8 0.8 Franco-arenoso
El Toboso 47 4.0 0.21 1.3 0.9 0.7 Franco-arenoso
El Quinal 45 30 21 012 13 0.3 1.8 Franco-arenoso
Quinal Alto 45 43 4 021 16 0.8 1.3 Franco

El Playon Rio Blanco 54 33 10 0.14 1.8 24 0.0 Franco-arenoso
Planadas 46 3.5 0.13 0.5 0.3 0.9 Franco-arenoso
San Pedro 45 3.7 0.23 0.6 0.4 1.0 Franco
San Agustin 54 3.5 022 1.6 2.7 0.0 Franco-arenoso

Landazuri Pedrigales 66 3.8 59 0.16 4.5 1.5 0.0 Franco-arenoso
Km-15 70 34 22 010 4.2 0.7 0.0 Franco-arenoso
Quebrada
Negra 66 3.0 54 017 3.9 1.7 0.0 Franco-arenoso
Popayan 45 28 3 0.29 0.6 0.9 3.0 Franco-arenoso

Rionegro Portachuelo 5 32 5 0.28 0.8 1.0 0.0 Franco-arenoso
La Ceiba 52 28 10 0.27 1.0 1.1 0.0 Franco-arenoso
Galapagos 48 4.1 20 033 1.3 0.6 0.4 Franco-arenoso
Honduras 6.5 3.7 33 047 23 1.7 0.0 Franco-arenoso

San

Vicente Santa Inés 44 4.1 4 013 1.2 0.5 2.4 Franco

de

chucuri Mérida 49 49 4 0.14 2.5 0.7 0.1 Franco-arenoso
Centro-
Germania 6.2 4.9 5 019 29 1.2 0.0 Franco-arenoso
Campo
Hermoso 56 4.9 4 015 3.1 1.1 0.0 Franco-arenoso

Fuente: Autor
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Tabla 3.

Glomaceae Pirozynski & Dalpé

Glomus aggregatum Schenck & Smith

Glomus clarum Nicol. & Schenck

Glomus etunicatum yellow Becker & Gerdemann
Glomus geosporum (Nicol. & Gerd.) Walker
Glomus rubiformis (Gerd. & Trappe) Almeida &
Schenck

Glomus sp.1 Tulasne & Tulasne

Glomus sp.2 Tulasne & Tulasne

Glomus sp.3 Tulasne & Tulasne

Glomus sp.4 Tulasne & Tulasne

Acaulosporaceae Morton & Benny
Acaulospora mellea Spain & Schenck
Acaulospora morrowiae Spain & Schenck
Acaulospora scrobiculata Trappe

Acaulospora spinosa Walker & Trappe
Acaulospora sp.1 Gerd. & Trappe emend. Berch
Acaulospora sp.2 Gerd. & Trappe emend. Berch
Acaulospora sp.3 Gerd. & Trappe emend. Berch

Acaulospora sp.4 Gerd. & Trappe emend. Berch

Paraglomaceae Morton & Redecker
Paraglomus occultum (Walker) Morton & Redecke

Fuente: Autor
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Tabla 4.

Municipio Riqueza Diversidad indices de Diversidad %CM No.Esporas/g
Shannon- Simpson
Wiener
El Carmen 3.75¢0.95°a’ 4.12x1.0a 1.12+0.3a 0.61+0.1 a 35.51+4.7 a 9.2+2.7 a
El Playon 6.0 £2.58 a 5.03t1.3a 1.3620.3a 0.65+0.1 a 50.1+9.2b 19.7413.7 a
Landazuri 450+1.29a 3.41+1.2a 1.13+0.2a 0.63+x0.1 a 32.7+13.5a 9.0£19 a
Rionegro 5.75t1.26 a 5.04t1.4 a 1.52+0.3a 0.7410.1 a 51.3+3.7b 7.046.4 a
San Vicente 5.75t1.50a 5.51+0.1a 1.65t0.3a 0.7910.05 a 49.3+39b 7.7t56 a
Media +S.D. 5.15+£1.69 4.62+1.3 1.3610.3 0.68+0.1 44.9 £10.3 10.748.5

? Media (xS.D.)

Y Letras iguales dentro de la misma columna no difieren

significativamente(p<0.05).

Fuente: Autor

33



Tabla 5.

Factores pH M.O. P K Ca Mg Al

Riqueza -0.11  0.46* -0.24 0.16 -0.07 -0.14 0.03
Diversidad (sensu

Whitakker) 0.07 0.60* -0.04 -0.007 0.37 -0.03 0.08
Shannon-Wiener -0.05 0.73* -0.09 0.097 019 -0.17 0.1
Simpson -0.07 0.75* -0.07 0.14 0.18 -0.18 0.12
% Colonizacion Micorrizica -0.37 0.16 -0.23 0.27 -0.61 -0.37 0.18
No. de Esporas/g de suelo -0.12 0.08 0.00 -0.05 -0.04 0.19 0.27

* Significativo a p<0.05

Fuente: Autor
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Figura 1.
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Figura 2.
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RESUMEN

TITULO: ASOCIACION SIMBIOTICA ENTRE HONGOS
FORMADORES DE MICORRIZAS Y PLANTULAS DE
Theobroma cacao ESTIMULADA CON LA APLICACION
DEL ISOFLAVONOIDE FORMONONETINA. SEGUNDA
PARTE: EFECTO DE LA FORMONONETINA SOBRE LA
SIMBIOSIS MICORRIZICA Y EL CRECIMIENTO DE
Theobroma cacao EN FASE DE VIVERO'

AUTOR: DIANA GICELA BLANCO VEGA™

PALABRAS CLAVES: Hongos micorrizicos arbusculares (HMA), Theobroma
cacao, isoflavonoide, formononetina, nativo.

DESCRIPCION:

El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del isoflavonoide formononetina sobre la
simbiosis micorrizica y el crecimiento de Theobroma cacao en fase de vivero. En el
experimento se utilizé un inéculo nativo, un inéculo foraneo y un inéculo mixto, la mezcla del
inéculo nativo y el foraneo, con y sin aplicaciéon del isoflavonoide formononetina. Se
realizaron tres muestreos destructivos a los 20, 65 y 103 dias después del transplante. La
formononetina estimulé levemente el porcentaje de colonizacién de HMA nativos en la etapa
temprana del proceso de colonizacion. La biomasa total acumulada por las plantas de T.
cacao no fue afectada por la aplicacion del isoflavonoide. Al final del experimento, la
formononetina presentd una tendencia mantener el nivel de colonizaciéon en raices ya
micorrizadas, sugiriendo un papel de este isoflavonoide en la regulacién de la simbiosis que
favorece los beneficios netos para la planta. Los resultados obtenidos en este trabajo indican
que la efectividad de un inéculo micorrizico y el establecimiento de la simbiosis se da en
respuesta a las estrategias ecolégicas de las especies fungicas que componen el inéculo, al
nivel de nutrientes del suelo y posiblemente al intercambio de sefiales entre el hongo y su
hospedero.

;Trabajo de Grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director Nelson Rodriguez Lépez.



ABSTRACT

TITTLE: SYMBIOTIC ASSOCIATION BETWEEN MYCORRHIZAL
FUNGI AND PLANTS OF Theobroma cacao
ESTIMULATED WITH ISOFLAVONOIDE FORMONONETIN.
SECOND PART: EFFECT OF THE FORMONONETIN ON
MYCORRHIZAL SYMBIOSIS AND THE GROWTH OF
Theobroma cacao UNDER NURSERY CONDITIONS’

AUTHOR: DIANA GICELA BLANCO VEGA™

KEY WORDS: Arbuscular mycorrhizal fungi, Theobroma cacao,
flavonoid, formononetin, indigenous

DESCRIPTION

The aim of this work was to determine the effect of the isoflavonoid formononetin in the
establishment of the symbiosis between HMA and plants of Theobroma cacao under nursery
conditions. In the experiment an indigenous inoculum was used with species of the genus
Glomus, Acaulospora and Paraglomus isolated to the rhizosphere T. cacao. A foreign
inoculum and the mixed inoculum, combination of indigenous inoculum and foreign inoculum
with and without application of the isoflavonoid formononetin. They were carried out three
destructive samplings to the 20, 65 and 103 days after inoculation. The colonization percetage
was observed and it was determined the dry biomass of the organs and the total biomass of
the plant. The formononetin stimulated the percentage of colonization of indigenous HMA
slightly in early stage of the colonization process. The total biomass accumulated by the
plants of T. cacao was not affected by the application of the isoflavonoid. At the end of the
experiment, the formononetin showed a tendency to maintain the colonization level in roots
with mycorrhizal, this suggested a role of this isoflavonid in the regulation of the symbiosis that
favors the net profits for the plant. The results obtained in this work indicate that the
effectiveness of the mycorrhizal inoculum and the establishment of the symbiosis is given as
an answer to the ecological strategies of the fungical species that compose the inoculum, to
the nutrients concentration of the soil. This also could be possible to the exchange of signs
between the fungi and its host.

;Work of Degree
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Parte 2. EFECTO DE LA FORMONONETINA SOBRE LA SIMBIOSIS
MICORRIZICA Y EL CRECIMIENTO DE Theobroma cacao EN FASE DE
VIVERO

INTRODUCCION

Las micorrizas son asociaciones simbiodticas que se establecen entre las
raices de la mayoria de las plantas y hongos del orden Glomales. Una mejora
en el nivel nutricional tanto del hongo como de la planta es el principal
fundamento de esta relacién; no obstante, otros beneficios que la micorriza le

reporta a la planta han sido ampliamente estudiados (Quilambo 2003).

De otro lado, los exudados de la raiz juegan un papel como mensajeros en la
comunidad de microorganismos que habita la rizosfera (Whipps 2001, Dakora
& Phillips 2002, Walker et al. 2003). El contacto de los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) con la raiz despliega una respuesta de defensa inicial.
Sin embargo, esta respuesta parece ser suprimida para dar lugar a la
formacion de la micorriza, sugiriendo procesos coevolutivos en el desarrollo
de la simbiosis (Gadkar 2001). Por consiguiente, el establecimiento de la
asociacion es el resultado de un proceso de multiples pasos que incluyen un
intercambio de moléculas estimulantes entre el hongo y su hospedero (Larose
et al. 2002, Vierheilig 20044a).

En plantas con bajo nivel de P, diferentes tipos de exudados provenientes de
la raiz han estimulado la germinacién de esporas y el crecimiento hifal de
algunas especies de HMA en experimentos in vitro (Elias & Safir 1987, Tsai &
Phillips 1991, Nair et al. 1991). Por el contrario, cuando el nivel de P aumenta
se ha observado una inhibicion de la colonizacion fungica (Elias & Safir 1987,

Tawaraya et al. 1998, Cornwell et al. 2001).



Una de las moléculas presente en los exudados de la raiz es el isoflavonoide
formononetina (7-Hidroxi 4°-Metoxi-isoflavona) aislado de raices de trébol
sometidas a estrés por baja disponibilidad de P en el suelo. Esa molécula
aumentd el crecimiento y colonizacién de la raiz por HMA en experimentos in
vitro (Nair et al. 1991). Volpin et al. (1995), observaron un incremento de los
isoflavonoides formononetina y biochanina A en raices de alfalfa micorrizadas
con Glomus intraradices. Por esta razén, se ha sugerido que la
formononetina puede facilitar la interaccidn hongo-planta, aumentando los
puntos de entrada de los HMA en la raiz (Da Silva-Junior & Siqueira 1997).
Sin embargo, Davies et al. (2005) indicaron que la formononetina no afecto la
colonizacion en raices de Solanum tuberosum L. Por consiguiente, existe
amplia discusion acerca del papel de este isoflavonoide y de como se regulan
las sefales, para que la raiz suprima la respuesta de defensa y se haga
susceptible a los HMA (Volpin et al. 1995, Gadkar et al. 2001, Scervino et al.
2005a).

Los HMA tienen el potencial para afectar la biomasa de las plantas e influir en
la diversidad del ecosistema (van der Heijden et al. 1998a, Klironomos 2000).
Teniendo en cuenta que Theobroma cacao L. (Sterculiaceae) es una especie
de importancia econémica y amplio desarrollo en Colombia, el uso de HMA
como biofertilizante constituye una alternativa para reducir la aplicacién de

fertilizantes.
El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del isoflavonoide

formononetina en el establecimiento de la simbiosis micorrizica arbuscular vy el

crecimiento de T. cacao en condiciones de vivero.
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1. MATERIALES Y METODOS

Localizacién del experimento
Este trabajo se llevo a cabo en la granja experimental Guatiguara de la
Universidad Industrial de Santander, ubicada en el municipio de Piedecuesta,

Santander Colombia.

Material vegetal y fungico

La especie vegetal utilizada en este trabajo fue Theobroma cacao material
genético IMC-67. Las semillas de T. cacao fueron germinadas en semillero y
luego de 20 dias fueron transplantadas a bolsas de polietileno negro de 4 Kg
de capacidad. El suelo utilizado fue previamente esterilizado con Basamid a

la dosis recomendada (60 g/m?).

Se utilizaron dos in6culos de micorrizas compuestos de suelo con fragmentos
de raices, hifas y esporas (Tabla 1). El in6culo nativo fue aislado de las
principales zonas cacaoteras del departamento de Santander (EI Carmen, El
Playén, Landazuri, Rionegro y San Vicente de Chucuri) (Blanco-Vega et al.
com. pers.) y el inéculo fordneo fue suministrado por Fungifert Oriente

Colombiano Ltda.®

Analisis de suelos

Los métodos utilizados para el analisis fisico-quimico de los suelos, tanto al
inicio como al final del experimento, fueron los siguientes: El pH del suelo de
la rizésfera fue medido después de diluciéon con agua destilada (1:1 v/v). La
materia organica fue determinada por el método colorimétrico de Walkley
Black K2Cr,07-H2SO4 (Jackson 1976). El fosforo disponible fue determinado
por el método de Bray Il. HCL 0.1 N-NH4F 0.03 N. Los cationes

intercambiables (K, Ca, Mg, Na) fueron extraidos con acetato de amonio
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(Thomas 1982) y determinados mediante espectrofotometria de absorcién
atémica. El aluminio intercambiable mediante extraccion con KCl y la textura
fue determinada por el método de Bouyoucous (Day 1965). El suelo utilizado
para este trabajo contenia un pH de 6.5; 1.32% de materia organica, 19 ppm
de P; 0.12, 2.2 y 0.46 meqg/100 g de suelo de K, Ca y Mg respectivamente y

0% de Al. El suelo presentaba una textura franco-arenosa.

Disefio experimental

Los tratamientos fueron los siguientes: C: control, N: inéculo nativo, F: inéculo
foraneo, M: in6culo mixto (in6éculo nativo + indculo foraneo), Fm+N:
formononetina + indéculo nativo, Fm+F: formononetina + inoculo foraneo,
Fm+M: formononetina + inéculo mixto y Fm: formononetina. Cada tratamiento

consistié de quince unidades experimentales para un total de 120 plantas.

Inoculacién y aplicacién de formononetina

En el momento del transplante y segun el tratamiento correspondiente se
colocé alrededor de las raicillas de cada plantula, 25 g de indculo nativo (32
esporas/g), 25 g de indculo foraneo (34 esporas/qg) y 12.5 g de cada uno para
el ind6culo mixto. Los tratamientos con formononetina recibieron dos
aplicaciones de 100 ml de Myconate (0.5gL™") cada una, a los ocho y 30 dias
después del transplante. El Myconate (VAMTech.® L.L.C., Lansing, MI, USA)
es una forma soluble en agua del isoflavonoide formononetina (7-Hidroxi 4 -
Metoxi-isoflavona), inocua para el ambiente. Las plantulas fueron ubicadas
bajo polisombra del 70% de reduccién de la radiacion solar de acuerdo a los
requerimientos de esta especie en esta etapa de su ciclo vegetativo. La
temperatura bajo polisombra fue registrada. La temperatura maxima y
minima promedio fue de 32° y 17° C respectivamente. Las plantas fueron
fertilizadas cada diez dias con solucion nutritiva de Hoagland modificada, el P

fue reducido a media fuerza.

42



Muestreos y variables medidas

Se realizaron tres muestreos destructivos, a los 20, 65 y 103 dias después del
transplante (ddt), tomando cinco plantulas por tratamiento. El area foliar fue
estimada con el software Compu Eye, Leaf & Symptom Area (Bakr 2005). El
material vegetal fue secado en estufa de ventilacién forzada a 80°C por 72 h 'y
luego se peso para determinar la biomasa de cada uno de los érganos. Con
los datos de biomasa de cada uno de los érganos y el area foliar se estimo la
tasa de crecimiento relativa (RGR) y la tasa de asimilacion neta (TAN) para el
intervalo de muestreo 20 a 65 ddt y para el intervalo 65 a 103 ddt (Evans
1972).

Colonizacién micorrizica

Antes del secado, se tomé una submuestra de raiz por planta, la cual fue
clareada con KOH al 10% y coloreada con azul de tripan siguiendo la
metodologia de Phillips & Hayman (1970). Diez segmentos de raiz (< 3 mm
de diametro) de 1 cm de longitud por planta fueron montados sobre placa
portaobjetos, luego diez campos por segmento fueron observados al
microscopio, para el reconocimiento de estructuras de HMA. EIl porcentaje de
colonizacion se obtuvo del numero de campos positivos (presencia de
arbusculos, vesiculas, esporas o hifas) sobre el numero de campos totales

multiplicado por cien.

Aislamiento de esporas

Al momento del muestreo, se tomaron 10 g del suelo que se encontraba en
contacto con la raiz para cada una de las plantas. Las muestras fueron
procesadas para el aislamiento de esporas siguiendo el método de tamizaje
(500pn y 38u) y centrifugaciéon con sacarosa descrito por Gerdermann &
Nicolson (1963). Las esporas fueron cuantificadas usando microscopio

estereoscopio.
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Analisis estadistico

Los datos de biomasa total, colonizacién micorrizica y numero de esporas de
HMA fueron analizados para cada muestreo de forma independiente,
mediante una prueba de varianzas de una via ANOVA seguida por el test de
Duncan (P<0.05) o en su defecto, con una prueba de Kruskal-Wallis seguida
por una comparaciéon multiple no-paramétrica (Zar 1999). Se realizé una
prueba de t de Student, tanto para el RGR como para el TAN, entre el

intervalo uno y el intervalo dos de los muestreos.
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2. RESULTADOS

El isoflavonoide formononetina estimulé el establecimiento de la simbiosis
micorrizica después de 20 dias de realizada la inoculacién con HMA nativos,

sin embargo, las diferencias entre los tratamientos no fueron significativas.

La acumulacion de biomasa total (Figura 1a) y el porcentaje de colonizacién
micorrizica (Figura 2a) de las plantulas de T. cacao en el primer muestreo, no
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos. No obstante,
independiente del in6culo de HMA utilizado, los tratamientos con adicién de
formononetina presentaron los valores mas altos tanto para la acumulacién de
biomasa total como para el porcentaje de colonizaciéon. El numero de esporas
aisladas del suelo fue diferente estadisticamente en los tratamientos F y Fm

+M con respecto al tratamiento control (Figura 2d).

En el segundo muestreo, se observé que el tratamiento Fm + N tuvo un
aumento significativo en biomasa (Figura 1b). El porcentaje de colonizacion
fue diferente estadisticamente en los tratamientos N y Fm + N con respecto al
control (Figura 2b). Por otra parte, el numero de esporas de HMA aisladas del
suelo fue variable, siendo los tratamientos Fm + F y Fm + M los que

presentaron los valores mas altos (Figura 2e).

No se observaron diferencias significativas de biomasa al final del
experimento, sin embargo, los valores fueron mas altos comparados con el
tratamiento control (Figura 1c). El porcentaje de colonizacion aumenté en
todos los tratamientos con respecto a los muestreos anteriores y las plantas
de T. cacao sometidas a tratamiento con in6culo nativo alcanzaron hasta un
100% de colonizacién (Figura 2c¢). Un alto numero de esporas fueron aisladas

en los tratamientos F, Fm + M y C con respecto al segundo muestreo,
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mientras que en los demas tratamientos disminuyé el numero de esporas
(Figura 2f).

Con respecto al crecimiento de T. cacao en el primer intervalo de tiempo (20-
65 ddt), se observd que tanto el RGR como el TAN de los tratamientos N y
Fm + N aumentaron con respecto al control; mientras que en el segundo
intervalo (65-103 ddt) estos mismos tratamientos presentaron valores mas
bajos comparados con el tratamiento control (Tabla 2). Al comparar los dos
intervalos de tiempo para cada uno de los tratamientos, el RGR fue diferente
estadisticamente en los tratamientos F (p=0.01), Fm + F (p=0.02) y Fm + M
(p=0.03), mientras que el TAN solo fue diferente estadisticamente en el
tratamiento F (p=0.04).

El analisis de suelo realizado al final del experimento se reporta en la tabla 3.
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3. DISCUSION

La leve tendencia de la formononetina a estimular la colonizacién micorrizica
total de HMA nativos, en el primer muestreo, puede ser el resultado de un
efecto de este isoflavonoide sobre el crecimiento hifal y la esporulaciéon de las
especies nativas, las cuales se encuentran adaptadas a las condiciones
presentes en la rizésfera de T. cacao. Estos resultados indican cierta
especificidad del flavonoide y el género o especie de HMA (Scervino et al.
2005b,c).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren, que la formononetina
puede estimular el proceso de colonizacion con HMA nativos en etapas
tempranas, en donde puede estar asociada a la supresion de la respuesta de
defensa desplegada por la planta. Resultados similares han sido reportados
por Fries et al. (1996), Da Silva-Junior & Siqueira (1997) y Larose et al.
(2002). Por lo tanto, los resultados de este trabajo se suman a reportes en los
cuales se ha observado que el papel de un determinado flavonoide varia
segun la etapa en que se encuentre el proceso de simbiosis (Akiyama et al.
2002, Larose et al. 2002, Scervino et al. 2005c).

Es posible que la concentracion utilizada del isoflavonoide haya sido
insuficiente para disparar un efecto significativo sobre la colonizacion. A pesar
de que en este trabajo se utilizd una concentracion de Myconate mayor a la
utilizada por Davies et al. (2005) a plantas Solanum tuberosum L. Por su
parte, el nivel de P presente en el suelo también pudo haber influido en un
menor grado de estimulacion de la formononetina, coincidiendo con los
reportes de Da Silva-Junior & Siqueira (1997) y Vierheilig (2004a).

47



Por otra parte, la formononetina presenté una tendencia a mantener el nivel
de colonizacion en raices ya micorrizadas en el ultimo muestreo. Esto
coincide con el papel autorregulador que se le ha atribuido a este
isoflavonoide (Pinior et al. 1999, Larose et al. 2002, Flores-Aylas et al. 2003,
Vierheilig 2004b); sugiriendo que la planta mediante sus exudados, puede
controlar en algun grado la colonizacion de la raiz (Cornwell et al. 2001).
Cuando la simbiosis no esta siendo regulada, es posible que el tejido fungico
libere senales que varien el patron de acumulacion de flavonoides en la raiz
de la planta; esto tiene gran impacto en el crecimiento de la misma, debido a
que el aumento en la colonizacidon, también representa un aumento en el

drenaje de carbono desde el hospedero.

La formononetina no afecté la biomasa de las plantas de T. cacao
coincidiendo con lo reportado por Da Silva-Junior & Siqueira (1997) y Flores-
Aylas et al. (2003). En condiciones de vivero, las estrategias ecologicas
desplegadas tanto por las especies del inéculo nativo como por las del inéculo
foraneo, pueden influir en los beneficios netos que la asociacion le reporta a
la planta (Hart & Reader 2002); debido a que la demanda de carbono (4 a
20%) por parte de los colonizadores lentos en el establecimiento de la
simbiosis, se mantiene por un tiempo mayor ((Bago et al. 2000, Klironomos
2000), lo cual causa una depresidn en el crecimiento y una disminucion en la

biomasa de la planta (Dunham et al. 2003).

Resultados similares a los observados en este trabajo, han sido encontrados
en condiciones de invernadero, en donde la respuesta de las plantas a la
colonizacion por HMA se acerca al parasitismo, con una disminuciéon en el
crecimiento y la biomasa seca (Dunham et al. 2003, Klironomos 2003, Sena et
al. 2004). La falta de un aumento significativo en la biomasa de la planta,
puede estar ligada a las condiciones que se presentan cuando un estudio se

hace a escala espacial y temporal reducida, en donde las interacciones
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tipicamente mutualistas se presentan como comensales o parasiticas
(Johnson et al. 1997). Sin embargo, se observd colonizacidon micorrizica en
plantas de T. cacao creciendo en suelos con alta disponibilidad de nutrientes
en condiciones de campo (Blanco et al. com. per.), lo cual plantea que una
relacion parasitica no sélo se observa en fase de vivero, sino que también

puede ser frecuente en suelos agricolas que han sido fertilizados.

Los resultados observados en los analisis de RGR y TAN reflejan las
diferentes estrategias de colonizacion y los costos que implica el
establecimiento de la simbiosis, coincidiendo con Schroeder & Janos (2004),
quienes reportaron una disminucién del RGR después de un mes de la
inoculacion con micorrizas arbusculares y un incremento del RGR en el

segundo mes.

Por otra parte, las plantas de T. cacao presentaron una respuesta diferente
segun el inéculo utilizado, coincidiendo con lo reportado por Kiers et al.
(2000), sugiriendo que el efecto de la micorriza en el crecimiento de la planta,
esta influenciado por el genotipo de la planta con la cual esta asociada
(Klironomos 2003). Con el indculo nativo se observé un establecimiento mas
temprano de la simbiosis y un alto porcentaje de colonizacion de las raices,
mientras que la simbiosis con hongos foraneos fue tardia. Aunque los
in6culos mixtos se han reportado como efectivos para ecosistemas agricolas
por producir respuestas aditivas (Davies et al. 2005), el uso de un in6culo
mixto en este trabajo no representd ventajas debido posiblemente a

competencia interespecifica por el acceso a la fuente de carbono.

Teniendo en cuenta que una planta hospedera puede beneficiarse en
diferentes grados segun la especie de HMA presente en el suelo (van der
Heijden et al. 1998a b, Cornwell et al. 2001), el uso de un indculo nativo

parece una mejor alternativa que el manejo de un inéculo foraneo o comercial,
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debido a que la comunidad de hongos aislada de plantaciones de T. cacao
se encuentra adaptada a las condiciones presentes en la rizosfera, lo cual
indica algun grado de especificidad entre la planta y los HMA, resultados

similares también han sido reportados por Sturmer (2004).

La densidad de esporas aisladas del suelo fue variable entre los tratamientos
y a lo largo del tiempo, al igual que lo observado por Cuenca et al. (2003).
Contrario a lo reportado por Davies et al. (2005), la formononetina no influyé
en la tasa de esporulacion, sin embargo, las diferencias pueden ser atribuidas
a las especies de HMA que componen cada tipo de inoculo y al material

genético de la planta hospedera.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la asociacion entre HMA vy las
raices de T. cacao material genético IMC-67, podemos concluir que la
efectividad de un in6culo micorrizico y el establecimiento de la simbiosis se da
en respuesta a las estrategias ecologicas de las especies fungicas que
componen el inéculo, el nivel de nutrientes del suelo y posiblemente al
complejo intercambio de sefales entre el hongo y su hospedero, que permiten

la regulacién del proceso.

Se hace necesario determinar la respuesta de diferentes materiales genéticos
de T. cacao a diferentes especies de HMA, con el fin de conocer cuales
especies pueden generar los mayores beneficios, asi como evaluar, mediante
técnicas moleculares, el papel de la formononetina en el establecimiento de la

simbiosis micorrizica arbuscular.
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Tabla 1.

Inéculo Nativo

1. Glomus aggregatum Schenck & Smith

2. Glomus clarum Nicol. & Schenck

3. Glomus etunicatum yellow Becker & Gerdemann

4. Glomus geosporum(Nicol. & Gerd.) Walker

5. Glomus rubiformis (Gerd. & Trappe) Almeida &
Schenck

6. Glomus sp1 Tulasne & Tulasne

7. Glomus sp.2 Tulasne & Tulasne

8. Glomus sp.3 Tulasne & Tulasne

9. Glomus sp.4 Tulasne & Tulasne

10. Acaulospora mellea Spain & Schenck

11. Acaulospora morrowiae Spain & Schenck

12. Acaulospora scrobiculata Trappe

13. Acaulospora spinosa Walker & Trappe

12. Acaulospora sp.1 Gerd. & Trappe emend. Berch

13. Acaulospora sp.2 Gerd. & Trappe emend. Berch

14. Acaulospora sp.3 Gerd. & Trappe emend. Berch

15. Acaulospora sp.4 Gerd. & Trappe emend. Berch

16. Paraglomus occultum (Walker) Morton & Redecker

Inéculo Foraneo
1. Glomus manihotis Howeler, Sieverding & Schenck
2. Acaulospora mellea Spain & Schenck

3. Entrophospora colombiana Spain & Schenck

Fuente: Autor
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Tabla 2.

RGR TAN
Dia 20- Dia 65- Dia 65-

Tratamiento 65 103 P Dia 20-65 103 P
C 2047 2517 0.25 0.7£0.2* 0.720.2 0.88
N 2516 2417 0.91 11+0.6 0.7¢0.2 0.30
F 1717 3116 0.01* 0.7+0.2 110.2 0.04*
M 22+7 29+5 0.11 0.8+0.2 0.840.2 0.93
Fm+N 2312 2048 0.40 0.9+0.3 0.6+0.3 0.17
Fm+F 1716 2815 0.02* 0.7¢t0.4  0.7%0.1 0.78
Fm+M 1916 307 0.03* 0.7£0.2 0.91#0.3 0.28
Fm 24+6 204 0.15 0.9+0.3  0.6%0.1 0.13

“Media (+S.D.)n =5.
* Significativo a
P<0.05

Fuente: Autor
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Tabla 3.

pH M.O. P K Ca Mg Textura

gde

Tratamiento (%) (ppm) (meq /100 suelo)
Franco-
C 79 1.79 7 015 22 0.67 arenoso
Franco-
N 7.2 1.27 8 0.15 2.34 0.91 arenoso
Franco-
F 76 1.74 7 0.16 2.31 0.69 arenoso
Franco-
M 7.7 1.27 9 012 22 0.65 arenoso
Franco-
Fm+ N 79 1.05 7 0.13 2.18 0.78 arenoso
Franco-
Fm+F 76 1.82 9 0.14 2.56 0.86 arenoso
Franco-
Fm+ M 7.7 1.37 7 012 233 0.9 arenoso
Franco-
Fm 7.8 1.05 9 0.16 2.21 0.93 arenoso

Fuente: Autor
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Figura 1.
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Figura 2
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