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RESUMEN 

El creciente mercado mundial del cacao ha implicado una creciente preocupación 

por los daños en la salud de los consumidores debido a la presencia de cadmio 

proveniente de material parental del suelo, a la cercanía de los cultivos a zonas de 

extracción de minerales y a la utilización de fertilizantes fosforados o abonos 

orgánicos. El fitomejoramiento necesita un tiempo mayor al requerido por la Unión 

Europea. El estrés por déficit hídrico debido al cambio climático o a prácticas 

culturales, se constituye como otra amenaza para el cultivo del cacao en el mundo. 

Así, las acciones por alcanzar los requerimientos de inocuidad del cacao pueden 

dificultarse por cuenta del déficit hídrico. La fitoremediación 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 hídrico. No obstante, 

estas respuestas son muy variables entre otras, por la variabilidad funcional intra-

específica de los HFMA limitando su aplicabilidad. Actualmente, no se conocen las 

respuestas del cacao inoculado con líneas monospóricas genéticamente diferentes 

de HFMA, frente al estrés por déficit hídrico y al Cd, que permitan identificar 

genotipos que induzcan respuestas fisiológicas indicadoras de potencial para la 

fito-remediación. En consecuencia, esta investigación se propuso estudiar el efecto 

de diferentes líneas monospóricas de Rhizophagus irregularis en la respuesta del 

cacao al cadmio bajo condiciones de déficit hídrico en condiciones de vivero. Se 

evaluaron múltiples parámetros para conocer las respuestas fisiológicas de las 

plantas a cada estrés de forma independiente y combinada. También se evaluó el 

efecto de la inoculación con un genotipo de HFMA comercial, así como de 

diferentes líneas monospóricas provenientes de cultivo monoxénico. Se 

encontraron diferencias funcionales entre las líneas monospóricas evaluadas y se 

identificaron las que indujeron las respuestas más y menos favorables de las 

plantas a estrés por déficit hídrico 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 

genético para tolerancia a estrés a partir de búsqueda y selección 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. Introducción 

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 duplicará en el año 2025 con respecto al 2015 

(Stanisljevic 2018). Sin embargo, en análisis recientes, se ha encontrado que el 

chocolate, que es ampliamente consumido en países europeos, especialmente por 

la población infantil, tiene concentraciones de cadmio que podrían tener un efecto 

acumulativo en los consumidores causando daños en su salud relacionados con 

cáncer y mal funcionamiento renal (European Food Safety Authority 2009,  2012; 

European Commission 2018).  

Por esta razón, se han incluido límites a las concentraciones de cadmio en el grano 

(ICCO 2012). Así, la Comisión Europea publicó la modificación de la regulación 

oficial (EC) No. 1881/2006 ajustando los límites máximos de cadmio en productos 

alimenticios y fijando la fecha límite para su cumplimiento en el año 2019 (European 

Commission 2013). De igual forma el Comité del Codex sobre Contaminantes de 

los Alimentos de la FAO/OMS, presentó las propuestas de niveles máximos para 

el cadmio en el chocolate y productos derivados (INVIMA 2017). En conjunto, 

dados los límites 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 

millón (ppm) en chocolates nacionales con alto porcentaje de cacao, lo que supera 

los límites establecidos por el Codex Alimentarius (2,0 mg/kg) y la Unión 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; González 2010; Martínez and Palacio 2010). No obstante, 

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

combinación de estreses: el hídrico y el debido a la presencia de cadmio. 

El cadmio es un metal pesado que se encuentra normalmente en el ambiente pero 

cuya concentración ha aumentado en los últimos 100 años debido a actividades 

antrópicas como la minería y el uso de combustibles fósiles. De forma particular, 

en los suelos agrícolas, la presencia de cadmio se ha relacionado con el material 

parental del suelo, la cercanía de los cultivos a zonas de extracción de minerales y 

con la utilización de fertilizantes fosfatados o abonos orgánicos (Mclaughlin 2016). 

En Colombia, los principales suelos cacaoteros tienen cadmio de origen natural, 

debido a que son de origen sedimentario que contienen mantos de carbón con 

trazas de metales pesados que, al estar debajo del suelo arable como roca madre, 

transfieren el cadmio hacia la superficie (González 2010; Martínez and Palacio 

2010; Rodríguez 2017). 

Otro factor que determina la comercialización del cacao es su producción. La 

producción 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 

que se proyecta para los años futuros (Anga 2012; Stanisljevic 2018). En los 

lugares de mayor siembra de cacao en el mundo como Costa de Marfil o Malasia, 

el cacao está siendo sembrado de una forma que disminuye la cobertura vegetal 

de los bosques (Clough et al. 2009). 

La limitación 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 exposición sometiendo a las plantas a déficit hídrico (Läderach 

et al. 2013). Asimismo, se calcula que en los próximos años, como consecuencia 

del cambio climático, se presente una disminución 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 Federación 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 

o 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 

exposición sin sistemas de riego y a que el cacao tiene mayores rendimientos 

potenciales cuando es sembrado a libre exposición; es posible encontrar este 

cultivo no solo en sistema agroforestal y en sotobosque sino también a libre 

exposición con rendimientos habitualmente bajos por falta de sistemas de riego  

(Gobernación 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 hídrico causado por el cambio climático y/o por los manejos 

culturales. Además, teniendo en cuenta que el cadmio es tóxico para las plantas, 

es necesario evaluar los efectos combinados de varios estreses sobre las plantas, 

en suelos contaminados con el propósito de diseñar estrategias futuras de fito-

remediación (Rajkumar et al. 2012,  2013).  

Se ha encontrado que los metales pesados normalmente agravan los efectos del 

déficit hídrico en el crecimiento vegetal y viceversa (Suzuki et al. 2014). Por 

ejemplo, la disminución del crecimiento debido al déficit hídrico puede inducir un 

aumento en la concentración 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 absorción de agua (Greco et 

al. 2012). Esta similitud también se ha observado en los efectos positivos de la pre-

exposición al déficit hídrico y al cadmio en la subsecuente exposición a estrés 

salino (Ellouzi et al. 2013). Adicionalmente,  los efectos del déficit hídrico y la 

acumulación de cadmio varía con el tejido, el cultivar, y el estado de desarrollo de 

las plantas (Xia et al. 2015).  

Frente a la acumulación de metales pesados y al déficit hídrico, se ha propuesto 

implementar procesos de fitomejoramiento (Gallego 2018) que pueden gastar entre 
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9 y 18 años en el caso del cacao (Glendinning 1966; Zhang et al. 2011). En 

contraste, la Unión Europea (UE) demandó un plazo prácticamente inmediato para 

implementar tecnologías que disminuyan las concentraciones de cadmio en el 

cacao. Así, la fito-remediación se presenta como una alternativa más rápida, 

relativamente económica 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-remediación o mejor 

llamados de “mitigación”, pues pueden aumentar la fito-extracción o contribuir a la 

inmovilización de metales pesados. Esta diferencia funcional en la fito-remediación 

ha sido atribuida al efecto de diferentes especies o accesiones de hongos utilizados 

(Miransari 2011). No obstante, en sistemas agrícolas como los cultivos de cacao, 

no se conoce el potencial de uso de esta asociación que depende de la respuesta 

fisiológica de la especie al estrés por Cd y a la especificidad funcional que sustente 

con el hongo FMA. 

La respuesta fisiológica de las plantas al estrés por Cd está estrechamente 

relacionada con su potencial para la fito-remediación. Según Lin and Aarts (2012) 

y Garg et al. (2017), las plantas sensibles a los metales pesados permiten su 

absorción y carecen de mecanismos para contrarrestar sus efectos nocivos (no 

útiles en fito-remediación), las plantas resistentes-exclusoras no permiten la 

absorción de metales pesados (útiles en fito-estabilización), las plantas tolerantes 

no hiperacumuladoras, permiten la absorción de metales pesados pero no la 

translocación eficiente a la parte aérea de la planta (útiles en fito-estabilización) y 

finalmente las plantas tolerantes hiperacumuladoras, permiten la absorción de 

metales pesados y su translocación a la parte aérea de la planta (útiles en fito-

extracción).  

De otra parte, se ha reportado alta especificidad funcional en la simbiosis 

micorrícica 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 revisión sobre el efecto de los HFMA en la fito-

remediación/mitigación de metales pesados, se encontró que el 33% se los 

resultados se asociaron con fito-estabilización, el 33% con fito-extracción, el 33% 

con efectos variables fito-estabilización/fito-extracción) y el 1% con ausencia de 

efecto (Fernández y Rodríguez, en diagramación). 

De forma similar, ahora es bien sabido que los HFMA se constituyen como una 

alternativa de mitigación del estrés por déficit hídrico en plantas (Augé 2001,  2004; 

Ruiz-Lozano et al. 2006; Wu and Zou 2017), especialmente ante el escenario actual 

de cambio climático (Seckbach and Grube 2010). No obstante, son pocos los 

estudios que evalúan el efecto de HFMA en la tolerancia frente al déficit hídrico en 

sistemas agrícolas como los cultivos de cacao (Chibuike and Daymond 2015), 

aunque la planta es considerada como micotrófica (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 (Malcová 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 nutrición (Ultra et al. 2006), la interacción con otros microorganismos (Redon et 

al. 2009), concentración del metal pesado (Chen et al. 2003) o estrés por déficit 

hídrico (Leung et al. 2010a). 

Es importante resaltar dos fuentes de variaciones mencionadas, por cuanto no han 

sido exploradas suficientemente. La primera es la variación intra-específica de 

HFMA. Varias investigaciones han mostrado resultados favorables en fito-

remediación/mitigación utilizando aislamientos de HFMA provenientes de zonas 

contaminadas por metales pesados (Janoušková et al. 2005; Janousková et al. 

2006) probablemente porque estos aislamientos han adquirido tolerancia 

adaptativa (Sánchez Viveros et al. 2004). Sin embargo, recientemente se ha 

demostrado que existe segregación en aislamientos del HFMA R. irregularis 
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(Sanders and Croll 2010; Angelard and Sanders 2011) y que las líneas 

monospóricas producidas durante este proceso varían en cuanto a su efecto sobre 

la acumulación 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-

remediación/mitigación (Fernández y Rodríguez, en diagramación), pero no se ha 

reportado investigación alguna sobre la variación de la respuesta de fito-

remediación/mitigación, entre líneas monospóricas de esta especie ni se han 

realizado estudios para la obtención de líneas 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 

segregación, abre la posibilidad de realizar procesos de mejoramiento genético 

(Sanders 2010; Orrell and Bennett 2013) dirigidos, entre otros, hacia la fito-

remediación/mitigación.   

La segunda variación es la debida al efecto del déficit hídrico. Es posible esperar 

una gran influencia de los estreses climáticos (como la disminución de humedad 

en el suelo debido al calentamiento global), en los procesos de fito-remediación 

(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 específico de cacao. A saber, 

sólo se ha reportado la interacción negativa entre la disponibilidad de agua en el 

suelo con respecto a la fito-extracción en Pteris vittata y Cynodon dactylon (Leung 

et al. 2010a). 

Finalmente, en consideración a lo anteriormente expuesto la pregunta de 

investigación que se aborda en este estudio es ¿ocurre variación en la respuesta 

fisiológica de plantas de cacao sometidas a estrés por cadmio y a déficit hídrico, 

cuando son inoculadas con diferentes líneas de R. irregularis?.



 

 

 

2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo general 

 

Estudiar el efecto de diferentes líneas monospóricas de Rhizophagus irregularis en la 

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

 

2.2 Objetivos específicos 

 

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

son sometidas a déficit hídrico en vivero. 

Estudiar la dinámica del Cd y su efecto fisiológico en el sistema sustrato-HFMA-planta en 

vivero. 

Determinar la respuesta fisiológica de plantas de cacao inoculadas con diferentes líneas 

monospóricas de R. irregularis, frente al Cd y al déficit hídrico, en vivero. 





 

 
 

 

3. Marco de referencia 

3.1 El cacao 

 

El cacao es un árbol semi-caducifolio propio del piso inferior de la selva húmeda tropical 

que 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 más conocida (CacaoNet 2012). Tradicionalmente, 

el cacao se ha clasificado de acuerdo a la percepción de su calidad física y sensorial y 

características botánicas asociadas, aunque de manera imperfecta (ICCO 2013). Esta 

clasificación incluye a tres grupos: criollos, forasteros y trinitarios. No obstante, la literatura 

botánica sistemática 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 

clasificación que diferencia 10 grupos genéticos: Marañon, Curaray, Criollo, Iquitos, Nanay, 

Contamana, Amelonado, Purús, Nacional y Guayana. 

Es considerada una planta hidro-mega-terma, debido a que requiere altas temperaturas y 

humedad relativa (HR), con oscilaciones mínimas de ambos factores (Fedecacao 2009; 

CEPLAC 2012).  El rango de temperatura se encuentra entre 18 y 32ºC con mejor 

desarrollo entre 24 a 28 ºC (Fedecacao 2012). Las temperaturas mínimas medias son de 

18—21 °C, las máximas de 30—32 °C (Dostert et al. 2012). El árbol 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 distribución uniforme a lo largo 

de todo el año (Fedecacao 2009; Dostert et al. 2012). 
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A nivel edáfico, el cacao requiere una profundidad efectiva del suelo de 1,5 m para que la 

raíz pivotante y todo el sistema radicular pueda formarse bien (Fedecacao 2004; Dostert 

et al. 2012). Las plantas de cacao toleran un pH de 5.0—7.5 (óptimo 6.5—7.5) en suelos 

idealmente permeables arcillo-arenosos, con 50% arena, 30—40% arcilla, 1—2 % limo y 

una proporción relativamente alta de materia orgánica (> 3.5%). Para una disponibilidad 

de fósforo de al menos 8 ppm y una concentración 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 relación N:P de 1.5 (Dostert et al. 2012). 

Las plantas de cacao son más sensibles a algunos estreses abióticos que otros cultivos 

tropicales. Tienen una tolerancia baja a la sequía, 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 relación con la 

tasa fotosintética y la respiración (Müller and Valle 2012). 

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

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

(Fedecacao 2009,  2013). En el 2016, en Colombia había sembradas más de 170 000 ha 

de cacao, con una producción anual de 87.266 Ton y un rendimiento de 0,53 Ton/ha. El 

promedio histórico desde 1987 hasta 2016 para área cosechada fue de 117 996 ha, para 

producción fue de 59,384Ton al año y para rendimiento fue de 0,50 Ton/ha, con una tasa 

de crecimiento de 0,4 % en el área cosechada, de 0,51% en la producción y de 0,37 % en 

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 área 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 África Central y Occidental, el 12,2% se produce en el Sureste 

asiático y Oceanía, 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), Camerún (229000 t) y Brasil (200000 t) (ICCO 2015).  
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Los países 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 año por persona (Bélgica y Luxemburgo con 5,4 y 4,5 Kg por 

persona año), seguido por el continente americano (1,3 Kg año) (Aranzazu et al. 2009; 

Fedecacao 2013).  
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3.2 El cadmio  

 

El cadmio es considerado como uno de los elementos traza más tóxicos en el ambiente 

(Page et al. 1987; Nordic Council of Ministers 2003) porque además de su naturaleza 

ubicua (Filipič 2012), tiene efectos tóxicos en plantas (Siedlecka A 1996) y carcinogénicos, 

embriotóxicos, teratogénicos, y mutagénicos en humanos (Byrne et al. 2009; Joseph 2009; 

Filipič 2012) y animales  (Kirkham 2006). 

El cadmio en los suelos agrícolas se presenta a partir de fuentes naturales y antrópicas. 

Las concentraciones de cadmio en suelos agrícolas 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 concentración natural promedio de cadmio en 

la litósfera es de 0.098 mg.kg-1 (Han 2007). Las rocas sedimentarias contienen mayores 

concentraciones de cadmio que las ígneas o metamórficas y en consecuencia, se cree que 

suelos recientes derivados de roca sedimentaria, como los presentes en muchas regiones 

de Colombia, podrían tener mayores concentraciones de cadmio que las derivadas de 

rocas ígneas o metamórficas (Page et al. 1987).  

Por su parte, los suelos agrícolas están continuamente expuestos al cadmio por la 

aplicación de lodos y particularmente fertilizantes fosfatados (140 mg Cd.kg-1 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 liberación de cadmio a los suelos se encuentra entre 9,9 y 45 

toneladas aproximadamente cada año 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, óxidos y sulfuros, los cuales se unen fuertemente a las 

partículas del suelo permaneciendo en él entre 15 y 30 años (Maruthi et al. 2005; Dharma-

wardana 2018). Así, una concentración de cadmio en los suelos entre 0 y 1 mg-kg-1 se 

considera normal, entre 1 y 3 mg.kg-1 se considera ligeramente contaminado y de 3 mg.kg-

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



 7 

 

No obstante, la disponibilidad del metal en el suelo, más que su concentración total, es la 

principal preocupación, porque la concentración disponible es un indicador de la cantidad 

disponible para la absorción 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 químicas del metal, 3) las propiedades biológicas del suelo, y 4) el clima 

(Fischerová et al. 2006; Mclaughlin 2016). 

Las raíces son la principal vía a través de la cual el cadmio entra a la planta (Ge et al. 

2012). Esta absorción de cadmio puede ocurrir como complejos inorgánicos de CdCl+, 

CdCl2, CdSO4 o como complejos orgánicos tales como los fitometaloforos (Irfan et al. 

2013). La absorción de cadmio a través de la membrana plasmática de las células de la 

raíz se controla por las diferencias en el potencial electroquímico entre la actividad de Cd2+ 

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

No se ha reportado un mecanismo específico de absorción o transporte de cadmio (Irfan 

et al. 2013) por lo que se considera que el cadmio puede utilizar los mismos 

transportadores usados para la absorción de nutrientes vegetales esenciales (Mendoza-

Cózatl et al. 2011). Adicionalmente, el cadmio puede penetrar utilizando transportadores 

de otros metales tales como Ca2+, Cu2+ Fe2+ y Zn2+." (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 absorción de Zn, Mn y Fe (Cryer and Hadley 2012). 

Las concentraciones de cadmio en los cultivos de la cadena alimentaria varían 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 estación de crecimiento, diferencias en los cultivares de 

un cultivo particular, y diferencias en las propiedades físicas y químicas del suelo (Page et 

al. 1987; Mclaughlin 2016). De igual forma, existen variaciones en las concentraciones de 

metales pesados entre órganos 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 están sometidas a este metal 

pesado. La literatura refiere efectos como los hormonales y los enzimáticos (Seregin and 

Ivanov 2001). A nivel hormonal, se ha demostrado en varias plantas que hay un aumento 

en la concentración de ácido jasmónico, de etileno (Irfan et al. 2013), de ABA (Hsu and 

Kao 2008), y de ácido salicílico (López-Climent et al. 2011). 

A nivel bioquímico, el cadmio restringe el metabolismo primario, particularmente a nivel de 

las enzimas del ciclo de Krebs y de la fotosíntesis (Irfan et al. 2013). Este efecto obedece 

a la modificación en la funcionalidad de las enzimas debido a la modificación de su 

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

Otras respuestas relacionadas con el efecto del cadmio en la fotosíntesis incluyen 

alteraciones en la división y expansión del cloroplasto, daño la forma del organelo y en la 

disposición del sistema tilacoidal, variaciones en la relación clorofila/carotenoides y  efectos 

negativos en el proceso de fijación 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 hídrico de las plantas (Seregin and Ivanov 2001). 

Consecuentemente, estos  daños en los procesos fotosintéticos y en el estado hídrico 

causan aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno (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 producción de ERO y la disminución de la capacidad antioxidante debido 

a la inhibición de enzimas antioxidantes lo que produce peroxidación de lípidos, 

desintegración de membranas, aumento en la permeabilidad membranal, degradación de 

ácidos 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 inhibición 

de la proliferación y división celular en meristemos lo que trae como consecuencia el 

retraso en el crecimiento de la parte aérea y especialmente de la raíz, por lo que se 

considera como el primer síntoma macroscópico de toxicidad por cadmio en las plantas 

(Seregin and Ivanov 2001; Shah et al. 2019). 
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Otros síntomas de toxicidad por cadmio incluyen clorosis, necrosis, enrojecimiento de las 

venas y síntomas de deficiencia de nutrientes esenciales, especialmente Fe, Zn, Mn, Cu, 

P, K, Ca, Mg y S porque disminuye su absorción lo que, en algunos casos, es debido a su 

competencia por similitud de características químicas con el cadmio o a inhibición de 

enzimas relacionadas con la asimilación 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 están la inmovilización, la exclusión citoplasmática, la síntesis de 

glutationa, fitoquelatinas y metalotioneinas, la compartimentalización y la disminución del 

estrés oxidativo. 

La inmovilización se presenta principalmente a nivel de la raíz; allí, por cuenta de la gran 

cantidad de cargas negativas presentes, el cadmio puede ser inmovilizado por la pared 

celular y por carbohidratos extracelulares (mucílago y calosa) (Sun et al. 2013; Huybrechts 

et al. 2017). La glutationa (GSH) contribuye al mantenimiento del potencial redox a través 

de la oxidación reversible de su grupo tiol. Las fitoquelatinas (PC) se sintetizan en 

respuesta a la presencia de cadmio. Su función se basa en la formación 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 cisteína. De hecho, las FC son sintetizadas a 

partir de la adición continua de GSH acompañada de la exclusión de glicina por parte de 

la enzima Fitoquelatina Sintetasa. Las metalotioneínas son proteínas con alto contenido 

de cisteína que, al contener grupos tiol, confiere la capacidad de quelación de metales y 

protección frente a estrés oxidativo.  

La exclusión citoplasmática consiste en facilitar que el cadmio salga del citoplasma a través 

de la síntesis de proteínas 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 último fenómeno 

se denomina compartimentalización vacuolar o secuestro de cadmio.  Esto también evita 

la libre circulación del cadmio en el citoplasma. De hecho, los complejos Cd2+-PC y se 

transportan en contra de gradiente a través del tonoplasto hacia la vacuola a través de 

transportadores específicos. El cadmio libre también puede ingresar a la vacuola a través 

de un antiporte Cd2+/2H+. Una vez en la vacuola el cadmio es quelatado por citrato, 

oxalacetato o malato. 
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La disminución del estrés oxidativo está determinada por la síntesis 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 

superóxido dismutasa (SOD), la catalasa y la ascorbato peroxidasa. Estas últimas 

contribuyen a la reducción de las especies libres de oxígeno a través de su reducción 

secuencial para disminuir el daño potencial en el ADN, en proteínas y en membranas.   

3.4 El estrés por déficit hídrico en la agricultura 

 

Actualmente, la escasez de agua es un factor común en el mundo y se espera que el 

cambio climático acelere la severidad de los episodios de déficit hídrico (Omirou et al. 

2013), en especial, por el incremento en la concentración atmosférica del CO2 que 

posiblemente se duplicará en el próximo 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 áreas afectadas por el déficit hídrico, lo que causa 

pérdidas importantes en los cultivos, reduciendo los rendimientos promedio en más de un 

50% (Maggio et al. 2000; Zlatev and Yordanov 2005; Araújo 2015). Este efecto en la 

agricultura se debe a que el déficit hídrico es el estrés abiótico que más 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 carácter 

polar le confiere la posibilidad de disolver y movilizar iones y metabolitos orgánicos (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 plasmática como en la presión de turgor (1 ~ 5Mpa) que genera 

a nivel celular y que permite la expansión celular y el soporte en plantas herbáceas 

(Kirkham 2005; Bacelar et al. 2012). 

El estrés por déficit hídrico tiene efectos a diferentes niveles. A nivel fisiológico, hay 

cambios en la turgencia y en el potencial hídrico, lo que causa variaciones en la 

conductancia estomática, reduce la difusión, la absorción y el transporte de nutrientes 

desde la raíz a la parte aérea debido a la disminución en la tasa de transpiración, al daño 

en el transporte activo y a la alteración de la permeabilidad de las membranas (Sardans et 

al. 2007), también hay disminución en las concentraciones internas de CO2 y por lo tanto, 
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menor actividad de carboxilación en la fotosíntesis (Castro et al. 2015; Pirovani et al. 2017). 

A nivel bioquímico, disminuye la actividad fotoquímica de la fotosíntesis, la respiración, la 

translocación 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 síntesis de ácido abscísico y 

de proteínas específicas de respuesta al estrés (Yoshida et al. 2014). Consecuentemente, 

y como resultado de la intensidad o duración del déficit hídrico, 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 hídrico se pueden clasificar en escape, 

evasión 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 sequía (Farooq et al. 2012), 

así las plantas pueden tener un desarrollo fenológico rápido o una dormancia extendida 

(Nilsen and Orcutt 1996). La evasión consiste en una serie de mecanismos dirigidos a 

mantener el potencial hídrico alto y por lo tanto de posponer la deshidratación (Bacelar et 

al. 2012); así, las plantas pueden disminuir la conductancia estomática, disminuir el área 

foliar, moderar la temperatura foliar, incrementar la densidad, profundidad y conductividad 

de raíces. La tolerancia implica mecanismos que permites la sobrevivencia de la planta 

manteniendo un potencial hídrico bajo; así, las plantas pueden realizar ajuste osmótico, 

aumentar o disminuir el modulus elasticus y disminución del volumen celular y de 

plasmodesmos (Nilsen and Orcutt 1996). Por otra parte, se considera que la verdadera 

resistencia al estrés por déficit hídrico se presenta en las plantas cultivables que son 

capaces de mantener altos rendimientos aun en condiciones de restricción en el suministro 

de agua (Farooq et al. 2012). 

3.5 El estrés combinado: Cadmio y déficit hídrico 

 

En la naturaleza, las plantas están sometidas a una combinación 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 más realista que aquellos enfocados en estreses 

individuales, sin embargo, estos últimos son más abundantes en razón a que 
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permiten un manejo estadístico y una interpretación más sencilla (Nilsen and Orcutt 

1996). 

 Se han desarrollado varias investigaciones que estudian de forma particular el 

efecto combinado del cadmio y del déficit hídrico. A pesar de no haber un número 

abundante de estos estudios, el interés por este tema ha venido creciendo en los 

últimos años, justamente motivado en su uso potencial en procesos de fito-

remediación (Azizian et al. 2013). En general, se ha encontrado que en las primeras 

etapas de crecimiento en ciclos de vida cortos, el déficit hídrico puede reducir la 

translocación 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 interacción 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 señalización del estrés por 

cadmio controla la expresión de genes en las vías de señalización del estrés por 

déficit hídrico en estrés. Los autores sugieren que las respuestas al Cd en el arroz, 

han sido desarrolladas como resultado de adaptación a otros estreses.De hecho, 

actualmente se ha acuñado los términos “memoria del estrés” o “tolerancia 

cruzada” al fenómeno por el cual la pre-exposición de una planta a un estrés, por 

ejemplo, al déficit hídrico, al cadmio o a la salinidad, resulta en un menor estrés 

oxidativo en la subsecuente exposición a la salinidad (Ellouzi et al. 2013). De 

hecho, las plantas halófitas parecen tener una tolerancia aumentada a otros 

estreses (Shiri et al. 2015). 
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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 mayoría de especies cultivables 

(Smith and Read 2008). Pertenecen al phylum Glomeromycota cuyo origen se presume 

fue hace al menos 460 millones de años (Gadkar et al. 2001; Schüßler et al. 2001; 

Redecker 2002; Strullu-Derrien et al. 2018) por lo que son considerados como el grupo 

más 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 raíces de las plantas y son conocidas por ser una de 

las estrategias de la planta, más antigua y extendida, para aumentar la absorción de 

nutrientes y enfrentar estreses bióticos y abióticos, incluyendo el déficit hídrico (Augé 2001; 

Porcel and Ruiz-Lozano 2004; Yang et al. 2008; Navarro García et al. 2011; Gholamhoseini 

et al. 2013; Wu et al. 2013). La interacción se basa principalmente en el intercambio de 

azúcares 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 adquisición de lípidos (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 azúcares sino también de la transferencia de lípidos 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 expresión de genes de tolerancia a 

metales pesados (Ouziad et al. 2005) y aumentando la absorción de nutrientes lo que 

contribuye a mejorar la eficiencia de la fito-remediación (Hassan et al. 2013; Garg et al. 

2017).  



14 Estudio del efecto de diferentes líneas monospóricas de R. irregularis 

 

De forma particular, los HFMA mejoran la fito-estabilización y la fito-extracción (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 función de aumento o disminución de la absorción de metales pesados parece depender 

de la especie de la planta y/o del hongo involucrado, así como de la concentración, 

especiación del metal pesado en el suelo y las condiciones de crecimiento (Audet and 

Charest 2007,  2008; Lingua et al. 2008). 

La contribución de la simbiosis micorrícica frente al déficit hídrico se debe a una 

combinación de efectos nutricionales, físicos y celulares (Ruiz-Lozano 2003), los cuales 

permiten la evasión al déficit hídrico (Augé 2001; Fernández-Lizarazo and Moreno-

Fonseca 2016). Los mecanismos que pueden explicar el efecto de la colonización de las 

raíces en el comportamiento de la planta durante el déficit hídrico incluyen: i) modificación 

de las relaciones hormonales de la planta (Estrada-Luna and Davies 2003), ii) 

mejoramiento del estatus hídrico de la planta por un aumento en la conductividad hidráulica 

asociado con la absorción de agua por las hifas externas (Augé et al. 2003,  2007; Kyllo et 

al. 2003; Porcel et al. 2003), y por el ajuste osmótico 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 absorción 

de nutrientes de la planta (Al-Karaki 2006). 

 

3.7 Variabilidad genética intraespecífica en los HFMA 

 

El estancamiento morfológico por más de 400 millones de años (Redecker 2000; Strullu-

Derrien et al. 2018) y la falta de un estado sexual observado en los miembros del filo 

Glomeromycota dirige a la suposición 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 recombinación (Sanders and Croll 

2010).  La evidencia de recombinación en HFMA es contradictoria (Croll and Sanders 

2009), lo que ha producido cuestionamientos importantes acerca de la variación genética 

en HFMA. Uno de los principales, es precisamente el relacionado su organización genética 

intranuclear.  
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Dos modelos pueden explicar la organización de la variación 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 núcleos que pueden tener estos hongos con hifas 

cenocíticos2. Esto implica la organización homocariótica de la variación genética producto 

de una relajación de la evolución concertada del ADNr en el linaje. Adicionalmente, en la 

ausencia de la reproducción sexual en Glomeromicota, la poliploidización del genoma 

acompañada por cambios periódicos en el nivel de ploidía, podría 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 fusión entre 

HFMA genéticamente diferentes (Judson and Normark 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este primer modelo ha sido cuestionado por diferentes hallazgos que demuestran que 

ocurre la fusión de hifas, que la progenie exhibe herencia biparental y que se puede 

detectar la recombinación 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 

que las diversas variantes de ADNr pueden estar distribuidas entre diferentes núcleos 

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

                                                
 

2 Estado en el cual los núcleos no están separados en compartimentos por septos y co-existen en 
un citoplasma común (Sanders and Croll 2010). 

Figura 3.1. Dos modelos diferentes que explican la organización nuclear en los HFMA. 
Tomado de (Pawlowska & Taylor, 2004) 
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genomas durante su ciclo de vida y los transmite de generación en generación  (Bever and 

Morton 1999; Kuhn et al. 2001; Chagnon 2014). 

Recientemente se han demostrado los dos principales procesos relacionados con la 

variación genética entre individuos de la especie R. irregularis que pueden afectar el 

contenido de nucleotipos3 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 líneas del HFMA genéticamente diferentes que pueden producir nuevas 

esporas con una mezcla de nucleotipos parentales (Croll et al. 2009). El segundo es la 

segregación, 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 núcleo dado (Sanders and Croll 2010). 
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4. Respuesta fisiológica de plantas de cacao 

al déficit hídrico cuando son inoculadas 

con HFMA  

 

4.1 Introducción 

El cacao (Teobroma cacao L.), es una especie vegetal de sotobosque que ha evolucionado 

en la Amazonía desde hace millones de años  (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 inversión 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 reducción en los beneficios ecológicos y con un aumento 

en los costos que hace que este sistema no sea viable para los pequeños productores 

(Clough et al. 2009). 

Actualmente, la escases de agua es predominante en el mundo y se espera que el cambio 

climático acelere la severidad de los episodios de déficit hídrico en la agricultura (Omirou 

et al. 2013), que actualmente causa pérdidas importantes en los cultivos, reduciendo los 

rendimientos promedio en más 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 hídrico es el estrés 

abiótico que más afecta el crecimiento y desarrollo de las plantas (Yang et al. 2008). 

La producción del cacao en el mundo se ha caracterizado por rendimientos bajos e 

inestables (Clough et al. 2009; FAOSTAT 2018). La limitación 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 exposición sometiendo a las plantas a 

déficit hídrico (Läderach et al. 2013). Consecuentemente, se espera que en los próximos 
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años, a causa del cambio climático, se presente una disminución 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 exposición, es posible 

encontrar este cultivo no solo en sistema agroforestal y en sotobosque sino también a libre 

exposición con rendimientos bajos, y en el caso particular de Colombia porque los 

productores de cacao normalmente carecen de recursos económicos para establecer 

sistemas de riego que permitan superar las carencias hídricas de las plantaciones de cacao 

sembradas a libre exposición o incluso bajo sombrío en épocas secas (Gobernación de 

Casanare 2008).  

Según García, (2014), la información sobre los requerimientos hídricos, los mecanismos 

de tolerancia, aclimatación o adaptación a condiciones críticas de sequía temporal de 

clones de cacao en Colombia, es limitada a experiencias no documentadas en 

plantaciones comerciales. El mismo autor resalta la importancia de realizar trabajos de 

investigación 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 mayoría de especies cultivables 

(Smith and Read 2008). Pertenecen al phylum Glomeromycota cuyo origen se presume 

fue hace al menos 460 millones de años (Gadkar et al. 2001; Schüßler et al. 2001; 

Redecker 2002) por lo que son considerados como el grupo más antiguo de organismos 

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

Las micorrizas se definen como las asociaciones entre los hongos FMA y las raíces de las 

plantas (Wu and Xia 2006) y son conocidas por ser una de las estrategias de la planta, 

más antigua y extendida, para aumentar la absorción de nutrientes y enfrentar los estreses 

ambientales (Caravaca et al. 2005; Brachmann and Parniske 2006). La interacción 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 lípidos (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 más 

eficientemente aún en condiciones de diferentes estreses bióticos y abióticos, incluyendo 

el déficit hídrico (Augé 2001; Porcel and Ruiz-Lozano 2004; Cho et al. 2006; Yang et al. 

2008; Navarro García et al. 2011; Gholamhoseini et al. 2013) debido a que aumentan la 

tolerancia a estas condiciones y así minimizan sus efectos adversos en el crecimiento 

vegetal (Barea et al. 2011; Mardukhi et al. 2011; Asensio et al. 2012). 

La pregunta de investigación que se abordó en este capítulo es ¿Cuál es la respuesta 

fisiológica de plantas de cacao inoculadas con HFMA, cuando son sometidas a déficit 

hídrico? No obstante, para responder a esta pregunta es necesario resolver tres preguntas 

parciales cuya respuesta contribuirá a dar una respuesta sólida a la pregunta inicial. Estas 

preguntas son: i) ¿Cómo varía el efecto del estrés hídrico en plantas de cacao, a lo largo 

del periodo de vivero?; ii) ¿Existen diferencias en la sensibilidad de los parámetros 

asociados con la determinación del estrés hídrico en plantas de cacao asociadas con 

HFMA en vivero a lo largo del día?; iii) ¿Cuáles son los parámetros más sensibles para 

estudiar el efecto del estrés hídrico en plantas de cacao inoculadas con hongos MA en 

vivero?. La respuesta a esta última pregunta es especialmente importante porque 

adicionalmente ofrece información para facilitar la posterior evaluación del estrés hídrico 

en plantas de cacao inoculadas con diferentes líneas monospóricas de HFMA. 

 

4.2 Metodología 

Se desarrollaron tres ensayos dirigidos a responder las tres preguntas mencionadas 

previamente. A continuación, se describen los aspectos comunes a los tres ensayos y 

posteriormente las particularidades de cada uno. En todos los casos se buscó simular las 

características generales del establecimiento en vivero de plantas de cacao y de la forma 

como realizan esta actividad. El lugar de realización de los ensayos fue un vivero del 

Campus Utopía de la Universidad de La Salle, sede Yopal, ubicado en la Hacienda San 

José de Mate’pantano con coordenadas 5° 19' 31,5'' de latitud norte y 72° 17' 47,6'' de 

longitud oeste. El vivero fue construido específicamente para la realización de los 

experimentos. Se utilizó una polisombra de 60% y adicionalmente un plástico para 

invernadero calibre 6. Durante la realización de los experimentos, este vivero tuvo una 

temperatura promedio de 26,27 ºC, una humedad relativa promedio de 84%, punto de rocío 

promedio de 22,36 ºC. La radiación instantánea promedio al exterior del vivero oscila entre 
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175 y 225 Wm-2 (Castro and Sosa 2016) y la radiación 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 utilizó 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 híbridas de este material según 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 patrón, debido a su buena adaptación a suelos con pH bajo, buena 

transmisión de vigor vegetativo a la copa y a poseer tolerancia a enfermedades (Palencia 

and Mejía 2004; Palencia et al. 2007) como Phytophtora palmivora (Butler) (Cárdenas 

2017).   

Las plantas de cacao se sembraron en bolsas de 15 x 35 cm con sustrato compuesto por 

una proporción de 1:1 de compost y arena con base en ensayos previos e imitando el 

manejo de productores de la zona. Se realizó una fertilización foliar con fertilizante 

comercial Nutrifoliar® y una edáfica a los 30 días después de siembra (DDS) con base en 

el análisis de suelo (Tabla S 4.1) y en la dosis sugerida por Fernández et al. (2016) (Anexo 

A). Las plagas, enfermedades y malezas se manejaron de forma manual o química según 

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

Como inoculante micorrícico se utilizó un gel estéril patentado (patente sostenida por el 

Consejo Superior de Investigaciones Científicas, CSIC, España) y producido con una 

concentración media total de 2000 propágulos por ml de Rhizophagus irregularis (ecotipo 

009) (esporas, hifas extra-radicales y piezas de raíces micorrizadas) previamente 

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

En lo experimentos del presente capítulo y del capítulo número cinco, no se implementó 

un tratamiento control a base del gel estéril sin hongo FMA debido a que no se conoce la 

composición química de este gel y a que los experimentos fueron realizados en 

condiciones reales de campo, lo que implica factores ambientales adicionales. Así, la 

interacción entre estos factores no haría posible un análisis que respondiera a la pregunta 

que motivó esta investigación. 

https://www.weatherlink.com/embeddablePage/show/87626777376541e5b4fb2b2c813d34ba/wide
https://www.weatherlink.com/embeddablePage/show/87626777376541e5b4fb2b2c813d34ba/wide
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La inoculación consistió en la adición una solución de 10 ml de agua destilada que contenía 

250 propágulos. Esto se realizó 15 días después de la siembra (DDS) de la semilla. El 

criterio para el tiempo de inoculación 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 días, la reducción 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 

síntomas de crecimiento (Olaiya 2016; Bahri 2018). 

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

componen el presente capítulo. 

Ensayo 1: ¿Cómo varía el efecto del estrés hídrico en plantas de cacao, a lo largo 

del periodo de vivero?  

Establecimiento del ensayo: 

Se estableció un diseño completamente aleatorizado con arreglo factorial 2x2. El primer 

factor incluyó la edad de las plantas evaluadas (2 meses y 7 meses) y el segundo factor 

incluyó el manejo del riego (con y 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 restringió el 

suministro de agua de forma progresiva hasta llegar a un valor mínimo constante de 

humedad volumétrica previo a la muerte de las plantas. La humedad volumétrica se midió 

con una sonda tipo HH2 Delta T (Devices Ltd®). Simultáneamente se determinó el punto 

de marchitez permanente (PMP) a través de la realización de una curva que relacionó la 

tensión del suelo con su humedad volumétrica (Figura S 4.1). La medición de los 

parámetros fisiológicos se realizó semanalmente entre las 11 am y la 1 pm desde la primera 

semana y durante tres semanas, de acuerdo a la curva de tensión previamente 

mencionada. 
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Tabla 4.1. Tratamientos utilizados para la determinación del efecto de la restricción 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 parámetros relacionados 

con el estrés hídrico en plantas de cacao asociadas con HFMA en vivero a lo largo 

del día? 

Se estableció un diseño en bloques completamente aleatorizados con cuatro tratamientos 

en un arreglo factorial 2 x 2 (Tabla 4.2). El primer factor es la inoculación con hongos FMA 

(con inoculación y sin inoculación) y el segundo factor es el déficit hídrico (con déficit y sin 

déficit). El déficit hídrico correspondió a una humedad volumétrica de 6% (potencial mátrico 

del sustrato -1,5 MPa) en tanto que la ausencia de déficit hídrico correspondió a una 

humedad volumétrica de 12% (potencial mátrico del sustrato -0,033 MPa) o superior sin 

llegar a saturación con base en la curva de retención de humedad realizada previamente 

(Figura S 4.1). La restricción de riego comenzó a los 30 días 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 y realizando registros cada 

tres horas durante el día (7:00 am, 10:00 am, 1:00 pm, 4:00 pm; 7:00 pm) con el propósito 

de evitar solapamiento entre los muestreos y así observar los contrastes potenciales 

durante el día. 
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Tabla 4.2. Tratamientos utilizados para la determinación del efecto de la restricción de 
riego y de la inoculación con hongos MA. 

Tratamiento Inoculación Potencial mátrico 

del sustrato (MPa) 

1 

Con inoculación 

-0,033 MPa 

2 -1,5 MPa 

3 

Sin inoculación 

-0,033 MPa 

4 -1,5 MPa 

 

Ensayo 3: ¿Cuáles son los parámetros descriptores de estrés, más sensibles para 

estudiar el efecto del estrés hídrico en plantas de cacao inoculadas con HFMA en 

vivero?  

El planteamiento del ensayo fue el mismo del ensayo 2. No obstante varió 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 capítulo). La restricción de riego 

comenzó a los 44 DDS. 

Los parámetros fisiológicos evaluados fueron los siguientes: 

Potencial hídrico foliar (Ensayos 1, 3): Para su medición se utilizó una cámara de presión 

Scholander (PMS Instrument comp®.). Cada medición se efectuó en hojas saludables 

completamente expandidas en la parte central de la planta. Se realizó una lectura (por 

hoja) a una hoja por planta en cuatro plantas por tratamiento de acuerdo a Scholander, et 

al. (1965)). 

Conductancia estomática (Ensayos 1, 2 y 3): Para su medición se utilizó un porómetro 

marca CS-1 Decagon Devices®. Cada medición se efectuó en hojas saludables 

completamente expandidas en la parte central de la planta. Se realizó 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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Índice de contenido de clorofilas (ICC) (Ensayo 1): Para su medición se utilizó un 

clorofilómetro CM-1000 Spectrum, USA®. Cada medición se efectuó 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 

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

Fluorescencia de la clorofila (Ensayos 1, 2 y 3): Para la determinación del rendimiento 

cuántico del PSII con base en la fluorescencia máxima (Fv/Fm) se utilizó un fluorómetro no 

modulado Handy PEA Hansatech® a 3000 µmol fotones m-2 s-1. Las mediciones se 

realizaron en dos hojas por plantas y en 4 plantas por tratamiento. Con el propósito de 

determinar parámetros con mayor sensibilidad, en el tercer ensayo se calcularon también 

rendimiento cuántico del PSII con base en la fluorescencia mínima (Fv/Fo), el índice de 

vitalidad con base en la absorción de energía (Pabs) y el índice de vitalidad total (PItotal). 

Crecimiento: Se midió altura de planta, número de hojas (Ensayos 1) y biomasa seca total 

y por órganos (Ensayos 2). Para su determinación las muestras vegetales fueron 

sometidas a 70 ºC por 24 horas o hasta peso constante. También se determinó el área 

foliar (Ensayos 1, 2 y 3) utilizando un medidor de área foliar Li-Cor LI 3100®. 

Adicionalmente se calculó el área foliar específica (AFE) de acuerdo a (Hunt 2013). Dado 

el carácter destructivo se realizó la medición de este parámetro en el último muestreo de 

cada ensayo en 12 plantas por tratamiento. 

Nutrición (Ensayo 3): Se tomaron muestras foliares en cuatro plantas por tratamiento en 

el último muestreo del ensayo 3. Su análisis se hizo en el laboratorio de aguas y suelos de 

la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá. El 

N se analizó con el método Kjeldahl, el P por calcinación a 600ºC y valoración 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 calcinación a 600ºC, digestión ácida y valoración por 

absorción atómica y el S por análisis turbudimétrico de acuerdo a Fernández et al (2016). 

Vigor (Ensayo 3): Se realizó una evaluación 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 necróticas; 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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Colonización radical (Ensayos 1, 2 y 3): Su determinación de realizó en el último 

muestreo de cada ensayo en 8 plantas por tratamiento. Se seleccionaron raíces de menos 

de 2 mm de diámetro y se lavaron con abundante agua. Posteriormente, se realizó una 

tinción del micelio de los hongos en estas raíces con tinta Sheaffer según el protocolo 

modificado de Vierheilig et al., (1998). Luego de la tinción de las raíces se evaluó el 

porcentaje de colonización utilizando el método de intersección de la grilla (Giovannetti and 

Mosse 1980).  

Potencial hídrico atmosférico (ψatm) y déficit de presión de vapor (DVP): La 

determinación de ψatm se realizó con base en Melgarejo (2010) y de DVP de acuerdo con 

Allen et al. (2006). 

Se estimó el potencial de succión mátrica del sustrato a partir de su relación con el 

contenido de humedad volumétrica θ (m3. m-3) con base en una curva de retención de 

humedad. Para el cálculo se utilizó la ecuación de van Genuchten (1980). 

Análisis estadístico 

Los datos se analizaron utilizando el software estadístico JMP© (Statistical Analysis 

Systems Institute, versión 11). Previo al análisis de varianza (ANOVA), se verificaron todos 

los datos por normalidad y homoceasticidad. Cuando fue necesario, las variables se 

transformaron usando funciones logarítmicas o trigonométricas. Los efectos principales 

(factores) y su interacción se analizaron con un ANOVA de dos vías; luego se realizaron 

comparaciones post hoc utilizando una prueba de Tukey HSD. Se utilizó un ANOVA de 

Kruskal-Wallis no paramétrico seguido de una prueba de valor Z post-hoc, para analizar 

variables que no cumplían con los supuestos de ANOVA incluso después de la 

transformación (Doubková et al. 2013). Para la evaluación de las categorías de vigor se 

realizó un análisis de regresión logística con una prueba Ji-cuadrado de razón de 

verosimilitud (Hosmer et al. 1988; Chan, 2004). 

4.3 Resultados 

En el primer ensayo se determinó que el potencial hídrico atmosférico fue en promedio de 

-94,18 MPa en tanto que el promedio del déficit de presión de vapor se estimó en 1,81 

Kpa. A partir de la estimación de los parámetros de la curva de retención de humedad (van 

Genuchten, 1980), se estimó 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 saturación fue de 35,40% (Figura S 4.1).  

La humedad volumétrica del sustrato varió significativamente a lo largo del periodo 

evaluado (figura 4.1, tabla S 4.2). El valor de esta humedad en los tratamientos con 

restricción de riego disminuyó progresivamente hasta el día 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 restricción de riego. Las plantas sometidas al déficit hídrico comenzaron 

a morir desde el día 21 cuando la humedad volumétrica del sustrato se ubicó por debajo 

del 5%, especialmente aquellas de siete meses de edad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1. Humedad volumétrica del sustrato después de la restricción de riego en 

ensayo uno, n= 10. Las columnas representan las medias (±DE). Los marcadores 

identificados con letras diferentes son significativamente diferentes de acuerdo con la 

prueba de Tukey (p<0.05).   

La variación en la humedad volumétrica del sustrato obedeció a un efecto significativo de 

la edad de la planta, del manejo del riego y de la interacción 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 

que la del sustrato de plantas de siete meses de edad (con y sin riego), particularmente 

después de la primera semana luego de la restricción del riego (figura 4.1). 
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El potencial hídrico foliar y la conductancia estomática disminuyeron con la restricción de 

riego independientemente de la edad de las plantas (figuras 4.2a-b, tablas S 4.3 y 4.4). De 

forma interesante, el potencial hídrico mostró diferencias significativas desde el primer día 

después de la restricción de riego, sin embargo, el efecto fue más agudo cuando se 

incrementó el tiempo con esta restricción (Tabla S 4.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2. Efecto de la edad de la planta y de la restricción de riego. a) Potencial hídrico 

foliar, n=4; b) Conductancia estomática, n=4; c) Índice de clorofila, n=8; d) Fv/Fm, 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 índice de clorofila fue diferente en plantas de cacao de edades distintas durante el 

periodo evaluado (Tabla S 4.5). Este índice 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 

restricción de riego indujo una disminución en este índice en plantas de siete meses de 

edad a los 16 días después de la restricción de riego (DDRR) (Tabla S 4.5). 

La edad de la planta y la restricción de riego tuvieron efectos ligeramente significativos y 

de forma esporádica sobre el Fv/Fm. No obstante, hubo una tendencia constante a que los 

valores de este parámetro fueran mayores en plantas de dos meses y en plantas sin 

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

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

No se observó efecto de la restricción del riego en el área foliar ni en el número de hojas. 

En el caso del área foliar solamente se observaron diferencias significativas debido a la 

edad de las plantas (Tabla S 4.7) y en el caso del número de hojas solamente hubo efecto 

del tiempo (Tabla S 4.8). 

Segundo ensayo 

En el segundo ensayo se determinó que el potencial hídrico atmosférico fue en promedio 

de -22,66 MPa (Figura S 4.3) en tanto que el promedio del déficit de presión de vapor se 

estimó en 0,48 KPa. Durante la deshidratación progresiva, se observaron claras diferencias 

debidas al manejo del riego pero no a la inoculación con hongos FMA (Figura 4.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Días después de restricción de riego

2 9 18 23 30 32

H
u

m
e
d

a
d

 v
o

lu
m

é
tr

ic
a
 (

%
)

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

"- 0,033 Mpa" - No inoculación  

"- 0,033 Mpa" - Inoculación  

"- 1,5 Mpa" - No inoculación  

"- 1,5 Mpa" - Inoculación  

a

b

a

b b
b

b

a

a

a

a

b

 

Figura 4.3. Humedad volumétrica del sustrato después de la restricción de 

riego en ensayo dos, n= 10. Las columnas representan las medias (±DE). 

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 estomática disminuyó progresivamente a lo largo del día en respuesta al 

potencial mátrico del suelo (Figura 4.4). Este parámetro no varió en respuesta a la 

interacción de la inoculación con el tiempo. Solamente se observó mayor conductancia 

estomática de plantas no inoculadas a las 7 p.m. a los 43 y 98 días después de siembra 

(DDS) (Tablas S 4.9, 4.10 y 4.11). De forma consistente, en los tres muestreos, la 

conductancia fue máxima al inicio del día, pero disminuyó progresivamente a lo largo del 

mismo. Igualmente, las plantas con menor humedad volumétrica en el sustrato presentaron 

menor conductividad estomática independientemente de la hora del día (Figura 4.4, Tablas 

S 4.9, 4.10 y 4.11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4. Efecto de la inoculación con hongos MA y de la restricción de riego sobre la 

conductancia estomática a lo largo del día (24 DDRR – 64 DDS), 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).   

 

La Fv/Fm varió principalmente en respuesta al potencial mátrico del sustrato (Figura 4.5). 

En términos generales, no se detectó un efecto generalizado de la inoculación sobre la 

Fv/Fm (Tablas S 4.12, 4.13 y 4.14), a excepción 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 disminución del potencial mátrico del sustrato indujo una disminución altamente 

significativa de la Fv/Fm, especialmente a los 64 y 98 DDS. De forma particular, en el último 

muestreo este efecto se observó de forma más consistente a lo largo del día. 
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Figura 4.5. Efecto de la inoculación con hongos MA y de la restricción de riego sobre la 

Fv/Fm, 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).   

En los dos últimos muestreos se evaluó el área foliar y la biomasa. Las plantas con déficit 

hídrico disminuyeron de forma significativa estos dos parámetros. De forma particular para 

la biomasa, el efecto fue significativo en cada uno de sus órganos. A los 64 DDS la relación 

raíz/parte aérea se incrementó en las plantas sometidas a déficit hídrico (Tablas S 4.15 y 

S4.16). No se observaron diferencias significativas en AFE ni entre plantas inoculadas y 

no inoculadas con respecto a área foliar ni biomasa. 

 

Tercer ensayo 

En el tercer ensayo se determinó que el potencial hídrico atmosférico fue en promedio de 

-47,58 MPa en tanto que el promedio del déficit de presión de vapor se estimó en 0,99 

KPa. De igual forma a como se realizó el ensayo anterior, en este ensayo se mantuvo un 

potencial mátrico del sustrato de 0,033 MPa en las plantas con riego y de -1,5 MPa en el 

de las plantas con restricción de riego (Figura 4.6). Se registró la deshidratación progresiva 

del sustrato logrando un patrón similar al de los ensayos previos con lo que se obtuvo 

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

mediciones fisiológicas se realizaron entre 10 a.m. y 11 a.m. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El potencial hídrico de las plantas de cacao sometidas a restricción de riego disminuyó a 

través del tiempo de forma independiente a la inoculación con hongos FMA. A pesar de 

que solo se encontraron diferencias estadísticamente significativas debidas a la restricción 

de riego solamente a los 72 DDS, hubo un efecto significativo del tiempo y de la interacción 

de este con dicha restricción lo que corresponde a la disminución progresiva del potencial 

hídrico foliar en plantas con restricción de riego (Tabla S 4.18). La inoculación no tuvo 

efecto sobre este parámetro. 

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

plantas de cacao fueran sometidas a restricción de riego. El efecto del riego se mantuvo a 
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Figura 4.6. Humedad volumétrica del sustrato después de la restricción de 

riego en ensayo tres, n= 10. Las columnas representan las medias (±DE). 

Los marcadores identificados con letras diferentes son significativamente 

diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).  
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lo largo del resto del experimento. De igual forma, hubo un efecto significativo del tiempo 

y de su interacción con el riego (Tabla S 4.19). No se detectaron efectos significativos de 

la inoculación 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 inoculación o de la restricción de riego. Considerando el 

periodo de evaluación, el Piabs fue mayor en plantas con riego constante, en tanto que el 

Pitotal 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 inoculación con hongos MA y de la restricción de riego sobre 

parámetros de fluorescencia, n=4. Los datos representan los resultados del ANOVA de 

doble vía (valor F). 

 

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

La evaluación nutricional, que se realizó a los 79 DDS, permitió determinar que las 

concentraciones de P, K y S variaron como resultado de la aplicación de los tratamientos 

(Tabla S 4.20). La concentración de P fue mayor en plantas con riego constante y no fue 

afectada por la inoculación. La concentración de K en plantas inoculadas y sometidas a 

restricción de riego fue mayor que en plantas inoculadas y sin restricción de riego, en tanto 

que sin inoculación no hubo diferencias entre las plantas que estuvieron o no, sometidas 

a restricción de riego (Figura 4.7). La concentración de S fue mayor en plantas no 

inoculadas que en las inoculadas (Tabla S 4.20). 

DDS
Inoculación

Pot. Hidric. 

Suelo

Inoculación x  pot. Hidr. 

Suelo

58 1,55ns 0,27ns 1,47ns

72 0,28ns 0,01ns 2,85ns

Todo el periodo 2,66ns 0,29ns 2,47ns

Interacción con el tiempo 0,93ns 0,03ns 0,92ns

58 1,11ns 0,46ns 2,54ns

72 0,32ns 0,01ns 2,69ns

Todo el periodo 2,46ns 0,50ns 4,08ns

Interacción con el tiempo 0,36ns 0,03ns 1,25ns

58 0,01ns 1,46ns 0,03ns

72 0,18ns 2,56ns 0,04ns

Todo el periodo 0,72ns 5,67* 0,01ns

Interacción con el tiempo 0,20ns 0,61ns 0,15ns

58 0,26ns 0,10ns 0,03ns

72 0,23ns 5,65* 0,42ns

Todo el periodo 0,10ns 4,15ns 0,26ns

Interacción con el tiempo 0,06ns 2,75ns 0,01ns

Piabs

Fv/Fo

Fv/Fm

Pitotal

2,86ns

5,43*

24,20***

15,15**

Efecto del tiempo

Efecto del tiempo

Efecto del tiempo

Efecto del tiempo
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Figura 4.7. Efecto de la inoculación con hongos MA y de la restricción de riego sobre la 

concentración 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 área foliar y el vigor disminuyeron debido a la restricción del riego, pero no variaron por 

la inoculación. En el primer caso, las plantas con riego constante presentaron un área foliar 

mayor que las que no lo tuvieron, lo cual se detectó 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 α= 0,0592. En el segundo caso, las plantas con riego constante también presentaron 

un vigor mayor a partir de los 65 DDS, que se mantuvo así hasta los 79 DDS (Tabla S 

4.22). A los 65 DDS, se observó una interacción entre la inoculación y el riego debida a la 

disminución del vigor en plantas inoculadas solamente cuando estaban con restricción de 

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

 

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

desarrollo en vivero, pero está modulado por el área foliar. 

En el primer ensayo, los valores de humedad volumétrica en el sustrato indican que las 

plantas efectivamente estuvieron sometidas a estrés por déficit hídrico. Tanto la curva de 

humedad volumétrica obtenida por la restricción de riego, como la curva de retención 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 mátrico de -1,5 

MPa. Este último 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 disminución del potencial hídrico y de la conductancia estomática en plantas sometidas 

a deshidratación 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 disminución en el potencial hídrico foliar, se explica por la disminución en la 

disponibilidad de agua en el sustrato, lo que sumado al bajo potencial hídrico atmosférico, 

indujo a que el xilema estuviera sometido a mayores tensiones para la extracción de agua 

(Johnson and Ferrell 1983; Brodribb and Hill 2000). Una de las respuestas más comunes 

al déficit hídrico en plantas (Simonneau and Urban 2010; Martínez-vilalta and Garcia-forner 

2017) y particularmente en cacao (García Lozano, 2014; Rada, Jaimez, García Núñez, 

Azócar, & Ramírez, 2005) es el cierre de los estomas, lo que causa disminución en la 

transpiración estomática. Para este ensayo se evidenció esta disminución en la 

conductancia estomática, no obstante, esta medición sólo se realizó 21 días después de 

la restricción de riego (DDRR) lo que deja abierta la pregunta acerca de la rapidez de esta 

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

Los valores mayores de índice 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 índice disminuye en plantas de siete meses de 

edad sometidas a estrés por falta de agua probablemente como resultado de la 
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disminución en la síntesis de clorofila (Sayed 2003; Murtaza et al. 2016) o del aumento en 

su degradación (Smirnoff 1995) por cuenta de la producción de especies reactivas de 

oxígeno (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 comparación con plantas de dos meses de edad. El Fv/Fm, 

tradicionalmente utilizado como indicador de estrés en plantas (Baker and Hardwick 1973; 

Baker et al. 1975), disminuyó solamente en plantas de siete meses de edad sometidas a 

déficit hídrico, lo cual confirma esta posibilidad en condiciones de campo. 

La humedad volumétrica del sustrato de plantas de siete meses de edad y sin restricción 

de riego fue menor, sugiriendo una mayor evapotranspiración. Dado que el volumen del 

sustrato y las características de los contenedores del sustrato fueron iguales, el área foliar 

de las plantas de siete meses de edad causó este efecto. Esta mayor evapotranspiración 

es consistente con los resultados observados en las plantas sometidas a déficit hídrico. 

Algunos parámetros son sensibles al estrés hídrico en plantas de cacao a lo largo 

del día pero no es claro el efecto de la inoculación con HFMA en vivero 

El nivel de humedad volumétrica correspondiente al PMP se obtuvo aproximadamente dos 

semanas después de la restricción de riego. El riego deficitario realizado en adelante para 

mantener las plantas ligeramente por encima del PMP no produjo su muerte y permitió su 

evaluación por un lapso de tiempo mayor a dos meses.   

La conductancia estomática se midió en el segundo ensayo a los 13, 24 y 68 DDRR en 

contraste con el ensayo anterior, en el que este parámetro se midió a los 21 DDRR. A los 

13 DDRR, la conductancia estomática disminuyó notoriamente como consecuencia de la 

falta de agua (tabla S4.9). Estudios previos han determinado que las estomas se cierran 

rápidamente en respuesta a la disminución en la disponibilidad de agua (García Lozano, 

2014). Este parámetro no se midió antes del día 13 después de la restricción del riego, 

razón por la cual, en el tercer ensayo, la conductancia se evaluó en lapsos de tiempo 

menores. 

La conductancia estomática disminuyó en respuesta al déficit hídrico en el sustrato y al 

potencial hídrico de la atmósfera, pero no a la inoculación con HFMA. No hubo evidencia 

de diferencias estadísticamente significativas entre plantas estresadas cuando se 

evaluaron a lo largo del día, lo que confirma la alta sensibilidad de la actividad estomática 
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a la disponibilidad de agua en el sustrato en plantas de cacao. En plantas cuyo sustrato 

estuvo hidratado, hubo una rápida disminución de la conductividad estomática 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 hídrico de la atmósfera durante el día 

(Figura S 4.2). Este comportamiento estomático también fue observado por García Lozano, 

(2014) en plantas de cacao en condiciones de vivero a capacidad de campo. En horas de 

la tarde, las diferencias de conductancia estomática no fueron suficientemente grandes 

entre plantas sometidas a déficit hídrico y las que no lo estaban lo que sugiere un efecto 

importante de la humedad atmosférica sobre este parámetro en plantas de cacao, 

especialmente en horas de la tarde (Lozano and Fonseca 2016).  

La dinámica de esta variación indica que a las 10 am la medición de este parámetro permite 

el suficiente contraste entre plantas sometidas o no a déficit hídrico y disminuye la 

probabilidad de variaciones al interior de los tratamientos. Adicionalmente, estudios previos 

han indicado que la tasa fotosintética es máxima a esta hora (Tezara et al. 2016). 

El valor de Fv/Fm se asocia con el estado funcional del fotosistema II (González Moreno 

et al. 2008). El primer registro de la disminución de este valor sucedió a los 24 DDRR es 

decir que las limitaciones funcionales del PSII en las plantas de cacao sucedieron después 

de las limitaciones estomáticas (disminución en la conductancia estomática). Este 

comportamiento sugiere una respuesta isohídrica 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 atmósfera a lo largo del día (Hugalde and Vila 2014). Los 

resultados indican que el mecanismo utilizado por las plantas de cacao frente al déficit 

hídrico incluye la evasión a esta condición con la diminución de la conductancia estomática, 

lo cual es de particular importancia si se considera el aumento de la sensibilidad de las 

plantas de cacao con mayor área foliar por cuenta del incremento de la transpiración. 

Los efectos de la inoculación sobre la conductancia estomática y la Fv/Fm se registraron 

de forma muy esporádica. En la literatura se encuentran numerosos ejemplos del efecto 

de los HFMA en plantas sometidas a déficit hídrico (Fernández-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 inoculación con HFMA normalmente induce una respuesta asociada a la evasión del 

estrés por déficit hídrico, principalmente con el aumento de la conductancia estomática y 

del aumento del flujo de agua entre el sustrato y la raíz a través de la absorción por las 

hifas extraradicales (Allen 2009), esto implicaría una importante asignación 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 fotosíntesis para producir carbohidratos necesarios para soportar el 

crecimiento inicial y con limitada capacidad de asignar carbohidratos hacia 

almacenamiento (Niinemets 2010) lo que explicaría su limitada capacidad para asignar 

carbohidratos hacia otros vertederos como lo son los hongos micorrícicos con los que se 

asocia.  

La etapa de desarrollo de las plantas, la condición de sombrío y el lapso de tiempo 

transcurrido entre la inoculación y la medición de parámetros, pueden ser factores 

importantes en la evaluación del beneficio de la inoculación con HFMA (Konvalinkova and 

Jansa 2016). La fase inicial del crecimiento de los HFMA en las plantas de cacao después 

de la inoculación, pudo requerir un costo energético de las plantas superior al beneficio 

que los HFMA les pudieran suministrar en esa etapa del desarrollo. De hecho, algunas 

diferencias esporádicas, en conductancia estomática y en Fv/Fm debidas a la inoculación, 

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 relación 

costo/beneficio de la inoculación en diferentes fases de desarrollo de plantas de cacao 

sometidas a estrés hídrico. Ceballos et al. (en preparación) estudió el beneficio de la 

inoculación de plantas de yuca (Manihot esculenta Cranz.) en un campo de cultivo cercano 

al vivero donde se desarrolló la presente investigación. Lo resultados del estudio de 

Ceballos et al (en preparación) indicaron que el beneficio de la inoculación es claramente 

negativo en plantas jóvenes y se incrementa sustancialmente a lo largo del ciclo de 

producción hasta afectar positivamente el rendimiento económico de las plantas. No 

obstante, este tipo de estudios no existen en cacao ni tampoco en condiciones de estrés 

por déficit hídrico 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 

realización de labores culturales que incrementen la sobrevivencia de las plantas una vez 

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

través de la inoculación micorrícica y de inducción de déficit hídrico desde etapa de vivero. 

Se han determinado importantes diferencias intra e interespecíficas en la funcionalidad de 

los HFMA con respecto a la tolerancia de las plantas al estrés hídrico (Augé 2001). Más 

interesante aún, en experimentos en campo utilizando la especie vegetal Manihot 

esculenta Cranz., sometida a estrés hídrico de forma natural, las diferencias genéticas 

intra-específicas del hongo Rhizophagus irregularis mostraron ser suficientes para ejercer 

un efecto diferencial y determinante en la tolerancia de la planta a este estrés, así como el 

rendimiento al final del ciclo de cultivo (12 meses) (Peña, Thuita, et al, en preparación). 

Probablemente no es apropiado utilizar la generalización acerca del efecto de los HFMA 

en la tolerancia de plantas a estrés por déficit hídrico y en este orden de ideas, es posible 

considerar que la ausencia de efecto de la inoculación 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 asociación 

micorrícica en términos la tolerancia al estrés por déficit hídrico por cuenta de la producción 

de proteínas del tipo glomalina y el consecuente aumento de los agregados estables en el 

suelo, lo que teóricamente resulta en una mayor capacidad de retención de agua (Wright 

and Upadhyaya 1998). No obstante, en este experimento las condiciones de vivero, en las 

cuales la planta tuvo una restricción en el desarrollo de su sistema radical (en donde el 

HFMA se ubica y ejerce su mayor influencia) pudo ser determinante para la esporádica 

respuesta detectada en este ensayo por cuanto i) el tiempo posterior a la inoculación pudo 

no ser suficiente para un cambio físico del sustrato utilizado, ii) el crecimiento de hifas 

extraradicales pudo ser bajo en respuesta a una baja asignación de carbono a las hifas en 

el estado fenológico inicial de las plantas, iii) el confinamiento del sustrato y de las raíces 

también incluye a los HFMA que las colonizan, lo que limita el potencial de las hifas para 

absorber agua desde zonas más distantes a la rizósfera.  

Con base en los argumentos anteriores y a pesar de que se ha reportado explícitamente 

que la inoculación micorrícica no influencia la respuesta de plántulas cacao al estrés por 

déficit hídrico (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.  
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Adicionalmente, el hongo utilizado para la inoculación fue propagado en condiciones in 

vitro y el inóculo consistió 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 región. 

Esto implica que R. irregularis fue incorporado en un sustrato que contenía una comunidad 

pre-establecida de microorganismos. Consecuentemente, el efecto de la inoculación no 

solo se puede atribuir a las características particulares del hongo FMA, sino también como 

producto de las interacciones con la comunidad de microorganismos: bacterias, hongos, 

HFMA y demás componentes de la microbiota del suelo (Augé 2004) entre otros aspectos 

de la ecología microbiana. 

La disminución en el área foliar y en la biomasa en general en las plantas sometidas a 

déficit hídrico es consistente con los resultados obtenidos en los otros parámetros 

descritos. En condiciones de estrés hídrico, la disminución de la conductancia estomática 

y de Fv/Fm son limitantes de la fotosíntesis (de tipo estomático y no estomático, 

respectivamente) que conducen a la disminución en la asimilación de carbono y formación 

de esqueletos de carbono para el crecimiento (Drake et al. 2017). No se pueden descartar 

otros procesos fisiológicos que pudieron afectar la formación de biomasa de las plantas 

como por ejemplo, la respiración (Flexas et al. 2005). En este ensayo no se midió 

respiración ni otros parámetros, que se sugiere pueden ser objeto de medición en futuros 

ensayos. 

Hay algunos parámetros descriptores de estrés, más sensibles que otros para 

estudiar el efecto del estrés hídrico en plantas de cacao.  

La disminución progresiva del potencial hídrico foliar en las plantas sometidas a déficit 

hídrico en el tercer ensayo, no coincidió con lo hallado en el primer ensayo, en el que se 

encontraron diferencias significativas al día siguiente a la restricción de riego. La razón 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 hídrico atmosférico fue dos veces mayor en el primero 

con respecto al tercer ensayo. Así, la tensión hídrica a la cual estaba sometido el xilema 

en las plantas del primer ensayo era mucho mayor y la transpiración en el tercer ensayo 

mucho menor. En conjunto, esto implicó un estado hídrico 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 estomática en los tratamientos previos se midió inicialmente a los 13 y 21 

DDRR con resultados contrastantes entre plantas con un suministro de agua diferente. 

Este resultado evidenció la necesidad de realizar mediciones de este parámetro en un 

lapso de tiempo menor, que para el tercer ensayo fue de 7 DDRR (58 DDS). La disminución 

de la conductancia estomática refleja la alta sensibilidad de los estomas a la disponibilidad 

de agua en el suelo y confirma un patrón isohídrico en respuesta al estrés por déficit hídrico 

que podría incluir un componente hidropasivo en el cierre estomático en cacao (García 

Lozano, 2014)  De hecho, a los 7 DDRR (58 DDS) la conductancia estomática fue menor 

a 50 mmol H2O m-2.s-1 lo que corresponde a la tercera fase de estrés por déficit hídrico 

(estrés severo) caracterizada de forma general por el debilitamiento de la capacidad 

fotosintética causada por daño enzimático, disminución del contenido de proteínas y 

clorofilas y comienzo de re-movilización de nutrientes (Aroca 2012) . Por lo tanto, estos 

parámetros pueden ser objeto de medición en futuros ensayos. 

De hecho, el rápido cierre estomático está asociado con la disminución en la pérdida de 

agua por transpiración estomática, lo que sumado al bajo DVP (y alto potencial hídrico 

atmosférico) pudieron disminuir la pérdida de agua por transpiración (cuticular y 

estomática), lo que también explica las diferencias en el potencial hídrico foliar de las 

plantas sometidas a déficit hídrico del tercer ensayo con respecto al primero. En conjunto, 

los resultados sugieren que la transpiración estomática estuvo determinada principalmente 

por el potencial hídrico en el suelo mientras que la transpiración cuticular lo estaría por la 

variación en la demanda evapotranspirativa (Mishra and Cherkauer 2010) y esto, puede 

resultar en diferencias en el estado hídrico de las plantas, reflejadas en el potencial hídrico. 

García Lozano, (2014), también encontró que las plantas de cacao pierden agua con 

relativa facilidad debido al poder evaporante de la atmósfera. 

En los experimentos anteriores el Fv/Fm pareció no ser muy sensible para establecer si 

las plantas sometidas a restricción de riego presentaban una condición de estrés. La única 

excepción se presentó cuando las plantas tenían 7 meses de edad (mayor área foliar para 

transpiración) y el DVP era alto. 

Las plantas utilizadas en el tercer ensayo eran jóvenes. Al finalizar el experimento las 

plantas tenían una edad de 79 días, es decir, una edad muy similar a las plantas jóvenes 

del primer ensayo en las que tampoco se evidenció efecto del estrés sobre el Fv/Fm, lo 

que corrobora los resultados. Alternativamente se evaluaron otros índices de estrés 
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calculados a partir de la fluorescencia de la clorofila. De estos, el índice de vitalidad con 

base en la absorción de energía (PIabs) y el índice de vitalidad con base en los procesos 

de absorción, atrapamiento de electrones y flujo de electrones (PItotal) (Stirbet and 

Govindjee 2011) fueron más sensibles que Fv/Fm, de forma particular, al final del periodo 

evaluado (28 DDRR (72 DDS)). La sensibilidad de los índices de vitalidad al déficit hídrico 

con respecto al Fv/Fm ya ha sido reportada previamente en trigo (Triticum aestivum L.) 

(Živčák et al. 2008) e incluso se consideran más apropiados para evaluar el efecto de la 

inoculación con HFMA (Tsimilli-Michael and Strasser 2008). Por tal razón, en los capítulos 

posteriores se presentan los resultados incluyendo estos parámetros. 

En plantas sometidas a restricción de riego, el P tuvo una concentración menor a nivel de 

tejido foliar. El P se absorbe por contacto físico/directo con las raíces y se mueve en el 

suelo por difusión (Marschner 2011). Al agotarse el agua, el proceso de difusión se vuelve 

lento y la zona de agotamiento se incrementa (Smith 2002). La ausencia de efecto de la 

inoculación con hongos FMA podría atribuirse a que, en el suelo de las plantas no 

inoculadas, las raíces 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 rizósfera contiene los géneros 

Scutellospora sp., Gigaspora sp., Rhizophagus sp., Acaulospora sp., Glomus sp. y, 

Claroideoglomus sp., (Cárdenas 2017). En el mismo tipo de suelo Ordoñez, (2016), inoculó 

plantas de yuca (Manihot esculenta Cranz.) con el mismo tipo de inóculo utilizado en este 

capítulo determinando que la riqueza de la comunidad intraradical de HFMA aumentó y 

que hubo una fluctuación en la abundancia de las especies de HFMA (Ordoñez et al, 

sometido). Si bien existen procesos de selección dirigidos por alguno de los dos simbiontes 

(planta u hongo) (Davison et al. 2011; Öpik 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 absorción de P.  

Chulan & Ragu, (1986) evaluaron plantas de cacao inoculadas con HFMA en sustrato 

estéril y no estéril encontrando que estos hongos favorecen la absorción de P y el 

crecimiento pero con diferencias significativas más evidentes en sustrato estéril. En 

contraste, Chibuike & Daymond, (2015) no encontraron efecto de la inoculación de HFMA 

en un sustrato aparentemente inerte. Las diferencias entre los experimentos descritos y 

los resultados obtenidos en esta investigación 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 (Rootgrowtm) de cinco especies no definidas de HFMA y 

dos de hongos ectomicorrícicos, en tanto que en la presente investigación se utilizó un 

producto comercial que contiene exclusivamente una cepa R. irregularis aislado en 

Canadá.  

Así, las diferencias interespecíficas podrían 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 inóculos provenientes de zonas cacaoteras 

de Costa de Marfil y la mezcla de estos sobre el crecimiento de plantas jóvenes de cacao 

sembradas en sustrato estéril. Los autores encontraron claras diferencias entre los 

diferentes tipos de inóculo. De forma similar, Rini et al (1996) realizaron el mismo tipo de 

evaluación pero con sustrato no estéril y utilizando como inóculo Glomus mosseae, 

Scutellospora sp. Acaulospora sp. y su mezcla. Los autores también encontraron 

diferencias a nivel de crecimiento y nutrición (P, K, Ca y Mg).  

Adicionalmente, se ha encontrado que las diferencias funcionales intraespecíficas pueden 

ser mayores que las interespecíficas tanto a nivel de condiciones de laboratorio e 

invernadero (Munkvold et al. 2004) como de campo (Ceballos, en preparación y Peña, en 

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

El incremento de la concentración de K foliar en plantas inoculadas, sometidas a restricción 

de riego es consistente con dos de los mecanismos que se han identificado en plantas 

micorrizadas para tolerar el déficit hídrico (Fernández-Lizarazo and Moreno-Fonseca 2016) 

(Anexo B). El primero es el mejoramiento de la nutrición de aquellos nutrientes que 

contribuyen a tolerar el estrés (Al-Karaki 2006; Asensio et al. 2012) y el segundo consiste 

en el ajuste osmótico que contribuye a disminuir el potencial hídrico en la planta para 

facilitar la absorción 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 

osmótico en situaciones de déficit hídrico (Almeida and Valle 2008). García Lozano, (2014) 

asoció esta respuesta a un componente hidroactivo de la respuesta estomática al estrés 

por déficit hídrico. Este resultado es de particular importancia por cuanto, es la primera vez 

que reporta el efecto de la inoculación con HFMA sobre el incremento de la concentración 

de K en hojas de plantas de cacao sometidas a déficit hídrico y porque el K es el ion que 
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probablemente hace la mayor contribución a la osmolaridad del jugo celular 

(Premachandra and Joly 1992). 

La disminución de la concentración de S en plantas inoculadas encontrada en esta 

investigación coincide parcialmente con los resultados obtenidos por Sieh et al., (2013). 

Estos autores encontraron que, a bajas concentraciones de P en sustrato estéril, la 

concentración 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 fertilización con S. 

Esto supone la existencia de un balance P/S en plantas micorrizadas. En el presente 

experimento, dicho balance pudo afectar la absorción de S en plantas inoculadas por 

cuanto la inoculación pudo cambiar la estructura de la comunidad de hongos HFMA 

(Ordoñez 2016) y modular la absorción 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 área foliar se disminuyeron de forma significativa alrededor de un 

mes después de la restricción de riego lo que obedece a limitaciones en la fotosíntesis, 

debidas al estrés hídrico (Aroca 2012). El vigor de las plantas inoculadas y sometidas a 

restricción de riego disminuyó 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 

reasignación 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 estomática de plantas de cacao en etapa de vivero 

disminuye rápidamente con la restricción de agua en el sustrato o con la disminución del 

potencial hídrico de la atmósfera. No obstante, el estado hídrico de la planta depende, 

entre otros factores, de la magnitud de su área foliar. A mayor área foliar y bajo condiciones 

de déficit hídrico, se incrementa la evapotranspiración debida a la transpiración cuticular, 

aun cuando los estomas estén cerrados. Este efecto se agudiza con la disminución del 

potencial hídrico de la atmósfera y con el aumento del DVP.  

Consecuentemente, los parámetros que pueden indicar disminución del estado hídrico de 

las plantas en respuesta al déficit hídrico, como el potencial hídrico foliar, las clorofilas y 

algunos parámetros de fluorescencia de la clorofila, pueden también variar en función del 

potencial hídrico de la atmósfera, del DVP y del área foliar de las plantas. 

La restricción de riego indujo un proceso de limitación estomática y no estomática de la 

fotosíntesis. La limitación estomática pudo suceder en el lapso de unas pocas horas y 

permanecer así por varias semanas. La limitación no estomática indicada por el contenido 

de clorofilas y por los parámetros de fluorescencia de la clorofila a sucedieron en un lapso 

mayor de tiempo. 

El PItotal es un parámetro de fluorescencia que pareció ser más sensible para la 

identificación del estrés en plantas sometidas a déficit hídrico, en campo, por cuanto 

incluye en su cálculo los procesos de absorción de energía, atrapamiento y transporte de 

electrones a diferencia del Fv/Fm que solamente incluye a los procesos de absorción de 

energía. 

La variación en la concentración foliar de P, S y K en función del déficit hídrico, de la 

inoculación y de su interacción, respectivamente, sugieren que la imposición de estas 

condiciones al sistema sustrato-planta-atmósfera, podría modificar fenómenos de 

movimiento de nutrientes en suelo, asignación de esqueletos de carbono y osmoregulación  

La disminución en el área foliar, en la biomasa y en el vigor de las plantas sometidas a 

déficit hídrico es consistente con las limitaciones estomáticas, no estomáticas y con 

limitaciones nutricionales como la del P. 
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En estos ensayos, la inoculación de las plantas de cacao con HFMA indujo efectos 

esporádicos disminuyendo el potencial hídrico, la conductancia estomática y la 

concentración foliar de K y S. Estos efectos esporádicos pudieron estar asociados a la 

relación costo/beneficio de la asociación, a la relación entre nutrientes al establecimiento 

de la simbiosis, a cambios en la asignación de esqueletos de carbono, al genotipo del 

hongo MA, al genotipo de la planta de cacao y a su interacción. 

  



50 Estudio del efecto de diferentes líneas monospóricas de R. irregularis 

 

Tensión (bar)

0 10 20 30 40 50 60

H
u

m
e

d
a

d
 v

o
lu

m
é

tr
ic

a
 (

%
)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

Tension (bar) vs Humedad volumétrica (%) 

4.6 Información suplementaria 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S 4.1. Curva de tensión de humedad del sustrato utilizado en los ensayos de este 
capítulo. 

 

 

 

 

 



 51 

 

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

 

 

 

Tabla S 4.3. Efecto de la edad de la planta de cacao y de la restricción de riego sobre la 
conductividad estomática. Ensayo uno, n=4. Los datos representan los resultados del 
ANOVA de doble vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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). 

 

 

Tabla S 4.4. Efecto de la edad de la planta de cacao y de la restricción de riego sobre el 
potencial hídrico foliar. Ensayo uno, n=4. Los datos representan los resultados del ANOVA 
de doble vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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 Riego Edad x Riego

Todo el periodo 13,56* 217,82*** 1,91 ns

Interacción con el tiempo 9,64** 41,70*** 5,63**

Efecto del tiempo

DDRR: Días después de restricción de riego

38,17***

DDRR Edad de la planta Orden Riego Orden Edad x Riego

21 1,4ns  ---- 5,22* Con riego>Sin riego 0,22ns

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

Interacción 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 restricción de riego sobre el 
índice de clorofilas. Ensayo uno, n=8. Los datos representan los resultados del ANOVA de 
doble vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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). 

 

 

 

Tabla S 4.6. Tabla S 4.6. Efecto de la edad de la planta de cacao y de la restricción de 
riego sobre la Fv/Fm. Ensayo uno, n=4. Los datos representan los resultados del ANOVA 
de doble vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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*

Interacción con el tiempo 0,47ns 2,69ns 3,00ns

Efecto del tiempo 0,51ns

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

Interacción con el tiempo 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 restricción de riego sobre el 
área foliar. Ensayo uno, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA de doble 
vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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). 

 

Tabla S 4.8. Efecto de la edad de la planta de cacao y de la restricción de riego sobre el 
número de hojas. Ensayo uno, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA de 
doble vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S 4.2. Potencial hídrico de la atmósfera a los 24 DDRR (64 DDS). Ensayo dos. 

DDRR Edad de la planta Orden Riego Orden Edad x Riego

1 8,13 7 meses>2 meses 0,01  --- 1,75

16 4,14  --- 0,04  --- 0,95

Todo el periodo 5,56* 0,11ns 0,58

Interacción con el tiempo 1,07ns 0,62ns 2,16ns

Efecto del tiempo 0,0028ns

DDRR Edad de la planta Orden Riego Orden Edad x Riego

1 2,83ns  --- 0,14ns  --- 0,01ns

16 1,7ns  --- 0,05ns  --- 0,21ns

Todo el periodo 2,25ns 0,003ns 0,07ns

Interacción con el tiempo 0,33ns 3,24ns 1,93ns

Efecto del tiempo 6,85*
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Tabla S 4.9. Efecto de la inoculación y de la restricción de riego en plantas de cacao sobre 
la conductancia estomática a los 13 DDRR (43 DDS). Ensayo dos, n=4. Los datos 
representan los resultados del ANOVA de doble vía (valor F). Los niveles de significancia 
se identifican así: *** = 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). 

 

 

Tabla S 4.10. Efecto de la inoculación y de la restricción de riego en plantas de cacao sobre 
la conductancia estomática a los 24 DDRR (64 DDS). Ensayo dos, n=4. Los datos 
representan los resultados del ANOVA de doble vía (valor F). Los niveles de significancia 
se identifican así: *** = 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 Inoculación Orden Riego Orden Inoculación x Riego

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: 00 P.M 1,04ns  --- 5,87* Hidratadas>estresadas 0,11ns

7: 00 P.M 9,10* Sin inoculación>Inoculación 4,94ns  --- 3,81ns

Todo el periodo 0,29ns 41,44*** 0,01ns

Interacción con el tiempo 1,66ns 6,24* 0,65ns

Efecto del tiempo 25,43**

Hora Inoculación Orden Riego Orden Inoculación x Riego

7: 00 A.M 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: 00 P.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

Interacción 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 inoculación y de la restricción de riego en plantas de cacao sobre 
la conductancia estomática a los 68 DDRR (98 DDS). Ensayo dos, n=4. Los datos 
representan los resultados del ANOVA de doble vía (valor F). Los niveles de significancia 
se identifican así: *** = 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). 

 

 

Tabla S 4.12. Efecto de la inoculación y de la restricción de riego en plantas de cacao sobre 
la Fv/Fm a los 13 DDRR (43DDS). Ensayo dos, n=4. Los datos representan los resultados 
del ANOVA de doble vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 
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 Inoculación Orden Riego Orden Inoculación x Riego

7: 00 A.M 0,01ns 73,22*** Hidratadas>estresadas 1,34ns

10: 00 A.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: 00 P.M 6,17* Sin inoculación>Inoculación 0,01ns 0,01ns

Todo el periodo 0,77ns 42,51*** 1,66ns

Interacción con el tiempo 0,68ns 13,37** 0,96ns

Efecto del tiempo 17,64**

Hora Inoculación Orden Riego Orden Inoculación 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: 00 P.M 1,16ns  ---- 1,10ns  ---- 1,02ns

7: 00 P.M 0,23ns  ---- 1,59ns  ---- 0,01ns

Todo el periodo 0,97ns  ---- 1,71ns  ---- 1,01ns

Interacción con el tiempo 0,79ns  ---- 0,75ns  ---- 0,91ns

Efecto del tiempo 9,76**
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Tabla S 4.13. Efecto de la inoculación y de la restricción 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 vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 
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). 

 

 

Tabla S 4.14. Efecto de la inoculación y de la restricción 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 vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 
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). 

 

 

Tabla S 4.15. Efecto de la inoculación y de la restricción de riego en plantas de cacao sobre 
el área foliar. Ensayo dos, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA de doble 
vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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 Inoculación Orden Riego Orden Inoculación x Riego

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: 00 P.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

Interacción con el tiempo 2,03ns 2,82ns 0,98ns

Efecto del tiempo 78,89***

Hora Inoculación Orden Riego Orden Inoculación 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: 00 P.M 0,01ns 19,75** Hidratadas>estresadas 0,02ns

Todo el periodo 1,56ns 21,59** 0,52ns

Interacción con el tiempo 0,66ns 1,60ns 0,53ns

Efecto del tiempo 0,84ns

DDS Inoculación Orden Riego Orden Inoculación 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 inoculación y de la restricción de riego en plantas de cacao sobre 
la biomasa. Ensayo dos, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA de doble 
vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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). 

 

 

Tabla S 4.17. Efecto de la inoculación y de la restricción 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 vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: 
*** = 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 Órgano Inoculación Orden Riego Orden Inoculación x Riego

64 Tallo 2,85ns  --- 74,84*** Hidratadas>estresadas 1,24ns

64 Peciolo 1,02ns  --- 25,38*** Hidratadas>estresadas

64 Raíz 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 Raíz/PA 0,36ns  --- 7,49** Estresadas>hidratadas 0,12

98 Tallo 1,18ns  --- 205,89*** Hidratadas>estresadas 0,09ns

98 Peciolo 3,54ns  --- 358,29*** Hidratadas>estresadas 0,60ns

98 Raíz 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 Raíz/PA 0,69ns  --- 3,62ns  --- 1,61ns

98 AFE 0,01ns  --- 0,2ns  --- 0,5ns

Inoculación Riego Inoculación x Riego

Todo el periodo 0,83ns 111,01*** 0,2631ns

Interacción 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 inoculación y de la restricción de riego en plantas de cacao sobre 
el potencial hídrico foliar. Ensayo tres, n=4. Los datos representan los resultados del 
ANOVA de doble vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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). 

 

 

Tabla S 4.19. Efecto de la inoculación y de la restricción de riego en plantas de cacao sobre 
la conductancia estomática. Ensayo tres, n=4. Los datos representan los resultados del 
ANOVA de doble vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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 Inoculación Orden Riego Orden Inoculación x Riego

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

Interacción con el tiempo 0,5ns 4,86* 3,06ns

Efecto del tiempo 6,52*

DDS Inoculación Orden Riego Orden Inoculación 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  ---- 44,06*** Hidrat>No hidratadas 0,49ns

79 1,22ns  ---- 18,33** Hidrat>No hidratadas 0,03ns

Todo el periodo 0,01ns 62,54*** 0,23ns

Interacción 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 inoculación y de la restricción de riego en plantas de cacao sobre 
la concentración de nutrientes en la hoja. Ensayo tres, n=4. Los datos representan los 
resultados del ANOVA de doble vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: 
*** = 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). 

 

 

Tabla S 4.21. Efecto de la inoculación y de la restricción de riego en plantas de cacao sobre 
el área foliar. Ensayo tres, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA de doble 
vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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 Inoculación Orden Riego Orden Inoculación x Riego

N 0,01ns  --- 1,42ns  --- 0,33ns

P 0,47ns  --- 13,36** Hidrat>No hidratadas 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

DDS Inoculación Orden Riego Orden Inoculación 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

Interacción con el tiempo 1,44ns 5,48* 1,03ns

Efecto del tiempo 10,66**
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Tabla S 4.22. Efecto de la inoculación y de la restricción de riego en plantas de cacao sobre 
vigor de las plantas. Ensayo tres, n=12. Los datos representan los resultados del ANOVA 
de doble vía (valor F). Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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 Inoculación Orden Riego Orden Inoculación x Riego

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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Cocoa nursery. Picture: JCFL. 





 

 
 

 

5. Growth and physiological implications of 

cadmium dynamic in the continuum 

substrate-AMF-cocoa plant under realistic 

conditions 

 

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 
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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 Americas (Almeida & Valle 2007) and is one of the world’s 

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 40–

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 
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variability in results comes from differences in: i) AMF species (Rivera-Becerril et al. 2002), 

ii) 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 (González 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 Utopía Campus of La Salle 

University (at Yopal, Casanare) in Los Llanos region of Colombia (72° 17’ 48’’ W, 5° 19’ 

31’’ N). The climate in Yopal is tropical with average temperatures of 18°C (night time) to 

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/v) 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-1 Cd according to Cd concentrations 

found in studied Colombian cocoa fields (González 2010; Martínez and Palacio 2010). Cd 

was added as Cd(Cl)2. 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 (Fernández 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 ≤2 mm thickness roots. AMF root staining 

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 instructions. Chlorophyll 

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-1) 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 

HNO3 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 modified four-

step sequential extraction scheme, proposed by the Community Bureau of Reference 

protocol (BCR) described in Tokalioǧlu et al. (2000). The metal content in the extracts 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 S5.1–S5.12). A linear regression analysis 

was used to explore the relationships between variables according to Pearson’s coefficient. 

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 Cd0 and Cd12 at 5 and 17 weeks after sowing 
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(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). 

 

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 (± 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 this order Cd12≥Cd3=Cd24=Cd0≥Cd6 but 

it largely shifted to Cd3≥Cd0=Cd6=Cd24≥Cd12 at 9 WAS (table S7). At 5 and 9 WAS, AMF 

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 Cd0 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 Cd0 and Cd12, 

n=6. Columns represent the means (± 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 levels increased throughout evaluation period. Meanwhile, φRo, 

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. At 5 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).  

 

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 (± SE). Columns marked by different letters are significantly different according to 

Tukey HSD test (P<0.05). 
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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 content do not provide enough information about its toxicity and doesn’t 

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 
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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-1)   

 

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 5.2c).  

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 (Ii 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 (Iegang et al. 2007; Ying et al. 2010; Chen et al. 2011; 

Domínguez 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 yields, for primary photochemistry (φPo) indicate the efficiency of 

photosystem II (PSII) for trapping energy and reduce pheophytin and QA
4. The quantum 

yield for electron transport (φEo) indicates the efficiency of PSII for transporting electrons 

further QA. In addition, quantum yield for reduction of photosystem I (PSI) end-electron 

acceptors (φRo) indicates the 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 QB 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 PSII 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 (φRo) and flux (REo/CSm)) 

resulted in a better PItotal. 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) 
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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 other hand, 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 couldn’t grow as root did, plants began to die, particularly at Cd24 because 

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 (López-Ráez 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 
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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 plant’s call in Cd presence, which could be different to those AMF 

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. 
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5.5 Supplemental information 

 

Table S 5.1. Chemical and physical substrate analysis. 

 

 

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

 

 

 

Figure S 5.1. Correlation between expected and obtained total substrate Cd 
concentration. 

 

 

 

 

 

CO N Ca K Mg Na AI ECEC CEC P Cu Fe Mn Zn B Clay Silt Sand

4,7 0,89 0,08 1,49 0,1 0,69 0,02 0,49 2,78 ns 19,1 0,37 156 9,49 2,38 0,21 9 15 76 FA

pH

% meq/100g mg/Kg %

Texture

Expected 

(mg.Kg-1)

sample 1 sample 2 sample 3 Average Estandar deviation

0 0 0 0 0,00 0,00

3 3,65 3,75 3,72 3,70 0,10

6 5,71 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

Obtained  (mg.Kg-1)

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. 

 

 

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. 

 

 

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

 

 

Week Parameter Cd concentration Order AMF inoculation Order Cd x AMF

5 Susbtrate Cd concentration 757.44*** 24>12>6=3>0 0.26ns   -----  1.01ns

9 Susbtrate Cd concentration 905.50*** 24>12>6=3>0 3.17ns   -----  1.62ns

13 Susbtrate Cd concentration 722.03*** 24>12>6=3>0 0.25ns   -----  0.12ns

17 Susbtrate Cd concentrationa
22.32** 24>12>6=3>0 1.49 ns   -----  24.44**

Following descriptors are usabble for following tables:

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: (1/(1+exp(x))) transformation

ns: No significance

Week Parameter Cd concentration Order AMF inoculation Order Cd x AMF

5 Cd F1a 26.49** 24>12>6=3>0 0.51ns   -----  28.55**

13 Cd F1 52.75*** 24>12=6>3>0 0.02ns   -----  28.56**

17 Cd F1 119.20*** 12>6=3>0 0.083ns   -----  0.85ns

5 Cd F2 597.44*** 12>6>3>0 10.79***   -----  3.10ns

13 Cd F2 83.94*** 24>12>6=3>0 1.22ns   -----  0.52ns

17 Cd F2 1640.88*** 12>6>3>0 32.64*** Non. Inoc> Inoc. 69.67***

5 Cd F3 1930.83*** 24>12>6=3>0 909.22*** Inoc > no inoc 505.71***

13 Cd F3a 30.32*** 24>12>6=3=0 0.16ns   -----  30.96***

17 Cd F3 252.28*** 12>6=3>0 27.05***   -----  27.34***

5 Cd F4a 14.36** 24>12=6=3=0 0.27ns   -----  21.56*

13 Cd F4a 15.44** 24>12>6≥3=0 0.16ns   -----  22.54**

17 Cd F4 22.41*** 12>6=3=0 0.013ns   -----  22.88***

Cd (mg.Kg-1) 

in substarte

Cd (mg.Kg-1) 

in leaves

Cd (mg.Kg-1) 

in roots

Cd (mg.Kg-1) 

in stem

Cd (mg.Kg-1) 

in shoot

Cd (mg.Kg-1) in substarte 1

Cd (mg.Kg-1) in leaves 0,81 1

Cd (mg.Kg-1) in roots 0,88 0,77 1

Cd (mg.Kg-1) in stem 0,88 0,83 0,85 1

Cd (mg.Kg-1) 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 Conc.a 46,94*** 24>12≥6=3>0 1,64ns   -----    -----  

9 Leaf Cd Conc. 75,27*** 24>12>6=3>0 1,64ns   -----  8,79***

13 Leaf Cd Conc. 76,38*** 24>12>6=3>0 8,81** Inoc. > Non inoc. 4,04**

17 Leaf Cd Conc. 2,85ns   -----  1,01ns   -----  0,38ns

5 Root Cd Conc.a 49,87*** 24>12>6=3>0 0,09ns   -----    -----  

9 Root Cd Conc.b 169,51*** 24=12>6=3>0 3,57ns   -----  1,34ns

13 Root Cd Conc.a 40,74*** 24>12>6>3>0 0,17ns   -----    -----  

17 Root Cd Conc.c 113,63*** 24>12>6=3>0 6,06* Non. Inoc.>inoc. 2,77*

5 Stem Cd Conc.a 35,37*** 24>12>6=3>0 2,37ns   -----    -----  

9 Stem Cd Conc.a 45,45*** 24=12>6=3>0 0,01ns   -----    -----  

13 Stem Cd Conc. 64,96*** 24=12>6=3>0 9,53** Inoc. > Non inoc. 3,88**

17 Stem Cd Conc. 99,11*** 24>12>6=3>0 0,14ns   -----  1,0ns

5 Total Cd Conc.a 55.03*** 24>12>6=3>0 0.66ns   -----  

9 Total Cd Conc.a 25.13*** 24>12>6=3>0 0.0002ns   -----  

13 Total Cd Conc.a 25.15*** 24=12>6=3>0 0.011ns   -----  

17 Total Cd Conc.a 21.35*** 12=6=3>0 0.64ns   -----  

5 Leaf Cd contenta 42,87*** 24>12=6=3>0 1,89ns   -----    -----  

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 contenta 30.46*** 12=6=3>0 2.01ns   -----    -----  

5 Root Cd contenta 49.87*** 24>12>6=3>0 0.09ns   -----    -----  

9 Root Cd content 44.61*** 24>12>6=3>0 0ns   -----  1.38**

13 Root Cd contenta 40.74*** 24=12>6=3>0 0.17 ns   -----    -----  

17 Root Cd contentd 93.04*** 12>6=3>0 0.0003ns   -----  4.5**

5 Stem Cd contenta 51.12*** 24>12>6=3>0 1.55ns   -----    -----  

9 Stem Cd contenta 45.45*** 24=12>6=3>0 0.01ns   -----    -----  

13 Stem Cd contente 64.96*** 24=12>6=3>0 0.0ns   -----  3.88**

17 Stem Cd content 71.88*** 12>6=3>0 0.0063ns   -----  0.31ns

5 Total Cd contenta 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.f 44,72*** 24>12>6=3 0,61ns   -----  0,10ns

9 Eabs.f 31,50*** 24>12>6=3 0,14ns   -----  0,44ns

13 Eabs.g 21,56*** 24>12≥6=3 34,71*** Non. Inoc.>inoc. 9,74**

17 Eabs.a 7,76* 12>6=3 0,02ns   -----    -----  

5 Etrs.a 17,62** 6=3≥12=24 2,33ns   -----    -----  

9 Etrs. 21,93*** 3=6≥24=12 2,34ns   -----  0,35ns

13 Etrs.a 0,14ns   -----  7,71** Inoc. > Non inoc.   -----  

17 Etrs. 13,18** 6=3>12 3,08ns   -----  1,75ns



84 Estudio del efecto de diferentes líneas monospóricas de R. irregularis 

 
 

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. 

 

 

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. 

 

 

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 Colonization percentageg 2,94* 12≥3=24=0≥6 62,2*** Inoc. > Non inoc. 5,73***

9 Colonization percentage 3,02* 3≥0=6=24≥12 5,05* Inoc. > Non inoc. 0,35ns

13 Colonization percentagef 5,39** 6≥0=3≥12≥24 2,37ns   -----  0,55ns

17 Colonization percentage 0,90ns   -----  0,49ns   -----  0,47ns

Week Parameter Cd concentration Order AMF inoculationOrder Cd x AMF

5 Clorophyll index 4,36* 3=6=0≥24≥12 1,05ns   -----  1,24ns

9 Clorophyll indexa
80,4*** 0>3=6>12>24 0,51ns   -----    -----  

Week Parameter Cd concentration Order AMF inoculation Order Cd x AMF

5 Stomatal conductancef 3,78* 0=12=3=6≥24 0,38ns   -----  0,76ns

9 Stomatal conductance 4,67** 3=0≥6=12≥24 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 (Po)a 14,97** 0=3=6≥12=24 0,63ns   -----    -----  

9 phi (Po)a 73,88*** 0=3=6>12>24 0,7ns   -----    -----  

17 phi (Po) 2,76* 0=3=12≥6 0,21ns   -----  0,99ns

5 phi (Eo)a 24,89*** 0>3=6=12≥24 1,91ns   -----    -----  

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

17 phi (Eo) 1,13ns   -----  2,46ns   -----  0,01ns

5 phi (Ro) 8,83*** 0=3=6≥12=24 7,52** Inoc. > Non inoc. 0,84ns

9 phi (Ro) 58,74*** 0=3=6>12>24 1,09ns   -----  0,11ns

17 phi (Ro) 2,21ns   -----  3,12ns   -----  1,46ns

5 ABS/CSm 2,32ns   -----  1,22ns   -----  0,7ns

9 ABS/Csma 14,28** 0=24=3=6≥12 1,68ns   -----    -----  

17 ABS/CSm 4,59** 0=12=3≥6 0,04ns   -----  0,43ns

5 DIo/Csma 12,64* 12=24=0=6>3 4,15* Non inoc > Inoc.   -----  

9 DIo/Csma 51,59*** 24>12>0=6=3 9,0** Inoc. > Non inoc.   -----  

17 DIo/CSm 1,32ns   -----  1,1ns   -----  1,73ns

5 TRo/Csma 12,75* 0=6≥24=3=12 0,76ns   -----    -----  

9 TRo/Csma 39,43*** 0=3≥6>12=24 0,27ns   -----    -----  

17 TRo/Csma 3,99* 0=3=12≥6 1,36ns   -----    -----  

5 ETo/Csma 27,03*** 0>6=3>24=12 1,2ns   -----    -----  

9 ETo/CSm 50,70*** 0=3=6>12=24 0,02* Inoc. > Non inoc. 1,42ns

17 ETo/CSm 1,47ns   -----  2,23ns   -----  0,09ns

5 REo/CSm 9,42*** 0=6=3≥12≥24 4,12* Inoc. > Non inoc. 0,89ns

9 REo/CSm 51,50*** 0=3=6>12=24 3,35ns   -----  0,4824ns

17 REo/CSm 2,36ns   -----  2,01ns   -----  0,4493ns

5 PI totala 24,54*** 0>3=6=12≥24 5,70* Inoc. > Non inoc.   -----  

9 PI totala 85,58*** 0=3=6>12>24 0,5ns   -----    -----  

17 PI totala
0,44ns   -----  0,92ns   -----    -----  
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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 inoculation Order Cd x AMF

5 Height (cm) 2,96* 3=6≥0=24≥12 1,17ns   -----  3,37*

9 Height (cm) 0,97ns   -----  0,02ns   -----  0,15ns

13 Height (cm) 4,67* 0≥3=6≥12=24 0,01ns   -----  0,21ns

17 Height (cm) 11,76*** 0≥3≥6≥12 0,2046ns   -----  3,09*

5 Leaf number 1,80ns   -----  0,35ns   -----  2,84ns

9 Leaf numbera 19,95** 3=0=6=12>24 0,29ns   -----    -----  

13 Leaf numberf 13,20*** 6=3=0>12=24 0,01ns   -----  1,64ns

17 Leaf numberf 8,78*** 0=3=6>12 0,01ns   -----  0,56ns

5 Stem diameterh 8,58*** 6=0=12=3>24 15,91** Non inoc > Inoc. 2,14ns

9 Stem diameter 8,73*** 3=0=12=6>24 0,85ns   -----  0,52ns

13 Stem diameter 8,99*** 0=6≥12=3≥24 0,29ns   -----  0,30ns

17 Stem diameter 7,70** 3=6=0>12 0,96ns   -----  0,40ns

5 Root lengh 0,93ns   -----  0,09ns   -----  0,82ns

9 Root lengh 2,01ns   -----  0,01ns   -----  0,42ns

13 Root lenghf 1,44ns   -----  0,45ns   -----  3,11*

17 Root lengh 2,03ns   -----  0,01ns   -----  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 concentrationOrder AMF inoculation Order Cd x AMF

5 Leaves DW 0,97ns   -----  0,82ns   -----  0,91ns

9 Leaves DWa 7,29*** 0=3≥12=6≥24 0,25ns   -----    -----  

13 Leaves DWi 12,28*** 3=0=6>12=24 0,01ns   -----  0,66ns

17 Leaves DW 7,43*** 3=0=6>12 1,07ns   -----  0,34ns

5 Root DW 1,86ns   -----  1,19ns   -----  0,55ns

9 Root DWi 8,9*** 3=0=6≥12≥24 0,04ns   -----  1,52ns

13 Root DW 2,97* 6≥3=0=12≥24 9,53** Inoc. > Non inoc. 4,08**

17 Root DWg 5,10** 3=6≥0≥12 0,28ns   -----  0,40ns

5 Stem DW 2,41ns   -----  5,21* Non inoc > Inoc. 1,52ns

9 Stem DW 2,36ns   -----  2,71ns   -----  2,40ns

13 Stem DWf 15,73*** 6≥0=3≥12>24 19,20*** Non inoc > Inoc. 4,05**

17 Stem DWi 5,75* 0=3=6>12 0,75ns   -----  0,67ns

5 Total DW 1,80ns   -----  0,43ns   -----  1,12ns

9 Total Dwa 22,49*** 0=3≥6=12>24 0,01ns   -----    -----  

13 Total DWa 23,65*** 6=0=3>12=24 0,28ns   -----    -----  

17 Total DW 52,23*** 3=0=6>12 1,69ns   -----  1,19ns

5 Shoot DW 1,38ns   -----  1,25ns   -----  1,28ns

9 Shoot DW 6,33*** 0=3≥12=6≥24 0,04ns   -----  1,47ns

13 Shoot DWg 13,36*** 3=6=0>12=24 2,32ns   -----  1,17ns

17 Shoot DW 8,39*** 3=0=6>12 0,84ns   -----  0,34ns

5 Root /Shoota 1,83ns   -----  5,70* Inoc. > Non inoc.   -----  

9 Root /Shoot 6,43*** 3=0=6≥12≥24 0,01ns   -----  1,76ns

13 Root /Shootg 7,33*** 24≥12≥6=0=3 64,30*** Inoc. > Non inoc. 30,74***

17 Root /Shoota 10,83* 6=3≥12=0 0,01ns   -----    -----  

5 RSL 1,15ns   -----  2,06ns   -----  0,17ns

9 RSLa 19,23*** 24=12≥6≥0=3 0,05ns   -----    -----  

13 RSLf 3,28* 24≥12=0=3≥6 10,66** Non inoc > Inoc. 3,02*

17 RSLa
9,03* 12>0=6=3 0,36ns   -----    -----  
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Experimentación en cacao. Fotografía: JCFL. 



 

 
 

 

6. Respuesta fisiológica de plantas de cacao 

inoculadas con diferentes líneas 

monospóricas de Rhizophagus irregularis 

frente al estrés por Cd y en condiciones de 

déficit hídrico 

 

6.1 Introducción 

 

El cacao (Teobroma cacao L.) es ampliamente valorado en el mundo por su calidad 

nutricional (Rucker 2009; ICCO 2015), sin embargo, en análisis recientes se ha encontrado 

que su principal subproducto, el chocolate, tiene concentraciones de cadmio en niveles 

que podrían tener un efecto negativo en los consumidores causando daños a la salud 

relacionados con el cáncer y el mal funcionamiento renal, lo que es especialmente grave 

si se considera que el chocolate es ampliamente consumido por la población infantil 

(European Food Safety Authority 2009,  2012). 

Por esta razón, recientemente se han incluido límites a las concentraciones de cadmio en 

el grano (ICCO 2012). Así, la Comisión Europea publicó en 2014 la modificación de la 

regulación oficial (EC) No. 1881/2006 ajustando los límites máximos de cadmio en 

productos alimenticios y fijando la fecha límite para su cumplimiento en el año 2019 

(European Commission 2013) , lo que tendrá 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 más tóxicos en el ambiente (Nordic Council 

of Ministers, 2003), el más abundante de los metales pesados tóxicos 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 (Filipič 2012), donde es relativamente soluble lo que, en 
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consecuencia, lo hace más 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 (Filipič 2012). 

A pesar de que el cadmio se encuentra normalmente en el ambiente, su concentración ha 

aumentado en los últimos 100 años debido a actividades antrópicas como la minería y el 

uso de combustibles fósiles. De forma particular, en los suelos agrícolas, la presencia de 

cadmio está relacionado con el material parental del suelo, la cercanía de los cultivos a 

zonas de extracción de minerales y con la utilización de fertilizantes fosfatados o abonos 

orgánicos (Kirkham 2006). No obstante, estos valores podrían variar dependiendo la 

estacionalidad de las lluvias, siendo mayores en época seca (Huamaní-Yupanqui et al. 

2012) lo que indica que existe una interacción entre la oferta ambiental de agua y la 

disponibilidad de Cd en el suelo. 

Lo anterior, sumado a la limitación 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 exposición sometiendo a las plantas a condiciones de déficit hídrico 

(Läderach et al. 2013). Esto indica que el estrés por exposición de los cultivos de cacao al 

Cd no es el único estrés al que están sometidos y que otros estreses como el hídrico van 

en aumento. 

Varios estudios han establecido la interacción entre el déficit hídrico y el cadmio en la 

fisiología de plantas como la ortiga romana (Özyiǧit and Akinci 2009), maní (Xia et al. 2015; 

Liu et al. 2017), rábano de mar (Ellouzi et al. 2013), maíz (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 están 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 expresión de genes de 

tolerancia a metales pesados (Ouziad et al. 2005) y aumentando la absorción de nutrientes 

lo que contribuye a mejorar la eficiencia de la fito-remediación (Hassan et al. 2013).  
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La fito-remediación implica principalmente fito-extracción o fito-estabilización de los 

metales pesados. En estudios recientes se ha encontrado que los hongos formadores de 

micorrízias arbusculares (HFMA) son importantes en los procesos de fito-

remediación5(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 contribución de la simbiosis micorrícica frente al déficit hídrico se debe a 

una combinación de efectos nutricionales, físicos y celulares (Ruiz-Lozano 2003), los 

cuales permiten la evasión al déficit hídrico (Augé 2001). Los mecanismos que pueden 

explicar el efecto de la colonización de las raíces en el comportamiento de la planta durante 

el déficit hídrico incluyen: i) modificación de las relaciones hormonales de la planta 

(Estrada-Luna and Davies 2003), ii) mejoramiento del estatus hídrico de la planta por un 

aumento en la conductividad hidráulica asociado con la absorción de agua por las hifas 

externas (Augé et al. 2003,  2007; Kyllo et al. 2003; Porcel et al. 2003), y por el ajuste 

osmótico 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 absorción de nutrientes de la planta (Al-Karaki 2006). 

Consecuentemente, dos factores pueden llegar a ser determinantes en las futuras 

estrategias de fitorremediación y/o mitigacion de suelos contaminados por cadmio 

utilizando hongos FMA: i) la obtención de resultados favorables en la tolerancia al estrés 

por metales pesados (Mittler et al. 2004) y por déficit hídrico (Aroca 2012) y ii) las 

recientemente descubiertas habilidades de segregación 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 

metáles pesados y a estrés por déficit hídrico pero de la cual, hasta el momento se tiene 

poca información acerca del efecto de la variación entre líneas monospóricas 

genéticamente diferentes con respecto a la respuesta de sus plantas hospederas a estos 

estreses. 

                                                
 

5 En cuyo caso se denomina como micorremediación. 
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En consideración a lo anteriormente expuesto la pregunta de investigación que se desea 

resolver es ¿Cuál es la respuesta fisiológica de plantas de cacao inoculadas con diferentes 

líneas monospóricas de Rhizophagus irregularis frente al estrés por Cd en condiciones de 

déficit hídrico? 

Para responder a esta pregunta fue necesario retomar los resultados obtenidos en los 

capítulos uno y dos en los que se estableció el porcentaje de humedad del sustrato que 

induce estrés por déficit hídrico no letal, así como la concentración de Cd que permite 

apreciar diferencias fisiológicas en plantas de cacao inoculadas con el hongo FMA R. 

irregularis.  

Adicionalmente, en el presente capítulo fue necesario abordar dos preguntas previas, i) 

¿Cuál es la respuesta fisiológica de plantas de cacao inoculadas con diferentes líneas 

monospóricas de R. irregularis en un medio enriquecido con Cd? y ii) ¿Cuál es la respuesta 

fisiológica de plantas de cacao inoculadas con diferentes líneas monospóricas de R. 

irregularis, frente al déficit hídrico? La respuesta a estas preguntas permitió determinar las 

líneas monospóricas que inducen respuestas contrastantes de sus plantas de cacao 

hospederas del HFMA R. irregularis frente al estrés por déficit hídrico y al estrés por Cd, 

de forma independiente. 

 

6.1 Metodología 

Se desarrollaron tres ensayos dirigidos a responder las tres preguntas mencionadas 

previamente. A continuación, se describen los aspectos comunes a los tres ensayos y 

posteriormente las particularidades de cada uno. El lugar de realización de los ensayos fue 

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

Hacienda San José de Mate’pantano con coordenadas 5° 19' 31,5'' de latitud norte y 72° 

17' 47,6'' de longitud oeste. Este lugar cuenta con una temperatura promedio de 25,47 ºC, 

humedad relativa promedio de 84%, punto de rocío promedio de 22,36 ºC y una radiación 

promedio de 4,5 kWh/m2 (COLOMBIA. Ministerio de Minas y Energía -Unidad de 

Planeación Minero Energética (UPME) y Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo 

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

http://www.weatherlink.com/user/utopia/index.php?view=main&headers=1. 

http://www.weatherlink.com/user/utopia/index.php?view=main&headers=1
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Se utilizó semilla de cacao del genotipo IMC67 como fuente de material vegetal debido a 

que en Colombia solo se permiten semillas obtenidas de plantaciones híbridas cruce de 

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

Las semillas de cacao se sembraron previamente en una cama con sustrato compuesto 

por una proporción 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 plántulas se 

trasplantaron a bolsas de 15 x 35 cm con sustrato igual al previamente descrito. Se realizó 

una fertilización foliar con fertilizante comercial Nutrifoliar® y una edáfica a los 30 días 

después de siembra (DDS) utilizando la dosis sugerida por Fernández, Bohórquez, & 

Rodríguez, (2016). Las plagas, enfermedades y malezas se manejaron de forma manual 

o química según 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 fúngico para los ensayos 

uno y dos estuvo constituido por las siguientes líneas monospóricas seleccionadas a partir 

de los resultados obtenidos por Ropars et al., (2016) y Wyss, Masclaux, Rosikiewicz, 

Pagni, & Sanders, (2016). Este material fúngico 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 líneas monospóricas fueron 

obtenidas de un campo en Tanikon (Suiza) (Koch et al. 2004), otras son líneas 

monospóricas segregantes de las anteriores. A continuación, se describen sus 

características genéticas más relevantes: 

 

 

Identificación de la línea Línea parental Variabilidad genética Nucleo(s)

A1 Si Baja Monocarionte

A5 Si Alta Dicarionte

C2 Si Media Monocarionte

C3 Si Alta Dicarionte

Z15 C3 nd. nd.

Z25 A1 nd. nd.

X38 C2 nd. nd.
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El material fúngico fue amablemente suministrado por el Profesor Ian Sanders, líder del 

Grupo de investigación en “Ecology and Evolution of Symbiotic Organisms” del 

Departamento de “Ecology and Evolution” - Universidad de Lausana (Suiza). Las líneas 

monospóricas 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 compañía 

Symbiom® en un proceso idéntico en la producción de inoculo comercial de hongos 

formadores de micorrizas que realiza la empresa.  

Las líneas monospóricas utilizadas en el ensayo tres se seleccionaron a partir de los dos 

ensayos previos. La identidad de las líneas monospóricas y los detalles de la selección se 

presentan en la descripción de cada ensayo.  

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

componen el presente capítulo. 

Experimento 1: ¿Cuál es la respuesta fisiológica de plantas de cacao inoculadas con 

diferentes líneas monospóricas de R. irregularis en un medio enriquecido con Cd? 

Establecimiento del ensayo: 

Se estableció un diseño 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 adición de Cd al sustrato. Los niveles de este factor fueron 

Cd+ (24 mg.kg-1) y Cd- (0 mg.kg-1). De forma previa al trasplante, se adicionó una 

concentración de Cd con el propósito de obtener la concentración deseada de Cd. 

Adicionalmente el sustrato se dejó en reposo durante dos semanas para lograr 

estabilización de la muestra en cuanto a estructura microbiana y fraccionamiento de iones 

metálicos. El segundo factor estuvo constituido por la inoculación con las líneas 

monospóricas de R. irregularis. Los niveles de este primer factor fueron las siguientes 

líneas monospóricas: A1, A5, C2, C3, Z15, Z25, X38 y el control sin inoculación. La 

inoculación se llevó a cabo una semana después del trasplante. 
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Experimento 2: ¿Cuál es la respuesta fisiológica de plantas de cacao inoculadas con 

diferentes líneas monospóricas de R. irregularis, frente al déficit hídrico? 

Establecimiento del ensayo: 

Se estableció un diseño de bloques completamente aleatorizado con cuatro repeticiones 

considerando dos plantas por unidad experimental y con arreglo factorial 2x8. El primer 

factor es el déficit hídrico (con déficit y sin déficit). El déficit hídrico correspondió a una 

humedad volumétrica de 11,7% (potencial mátrico del sustrato -1,5 MPa) en tanto que la 

ausencia de déficit hídrico correspondió a una humedad volumétrica de 16,5% (potencial 

mátrico del sustrato -0,033 MPa) o superior sin llegar a la saturación (Figura S 6.1). La 

humedad volumétrica se midió con una sonda tipo HH2 Delta T (Devices Ltd). El segundo 

factor estuvo constituido por la inoculación con las líneas monospóricas de R. irregularis. 

Los niveles de este primer factor fueron las siguientes líneas monospóricas: A1, A5, C2, 

C3, Z15, Z25, X38 y el control sin inoculación. La inoculación se llevó a cabo una semana 

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

Experimento 3: ¿Cuál es la respuesta fisiológica de plantas de cacao inoculadas con 

diferentes líneas monospóricas de Rhizophagus irregularis frente al estrés por Cd 

en condiciones de déficit hídrico? 

Establecimiento del ensayo: 

Se estableció un diseño 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 hídrico (potencial mátrico del sustrato -1,5 MPa), estrés combinado 

(estrés por Cd y estrés hídrico) y no estrés (Cd-0 mg.kg-1 y potencial mátrico del sustrato -

0,033 MPa). El segundo factor estuvo constituido por la inoculación con las líneas 

monospóricas de R. irregularis. Los niveles de este segundo factor fueron las siguientes 

líneas monospóricas: C2, C3, X38 y el control sin inoculación.  

Las plantas utilizadas en este experimento fueron crecidas durante 12 semanas previas a 

la aplicación de los tratamientos. Se adicionó una concentración de Cd sobre el sustrato 

que contenía las plantas con el propósito de obtener la concentración deseada de Cd. La 

restricción de riego comenzó de forma simultánea a la adición de Cd hasta lograr el 
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potencial mátrico deseado, tiempo en el cual se adicionó el agua suficiente para 

mantenerlo en este nivel. La humedad volumétrica se midió con una sonda tipo HH2 Delta 

T (Devices Ltd®). 

Los parámetros fisiológicos se evaluaron fueron los siguientes: 

Potencial hídrico foliar (Ensayos uno y tres): Para su medición se utilizó una cámara de 

presión Scholander (PMS Instrument comp. ®). Cada medición se efectuó en hojas 

saludables completamente expandidas en la parte central de la planta. Se realizó una 

lectura (por hoja) a una hoja por planta en cuatro plantas por tratamiento de acuerdo a 

protocolo Scholander et al. (1965). 

Conductancia estomática (Ensayo tres): Para su medición se utilizó un porómetro CS-1 

Decagon Devices®. Cada medición se efectuó en hojas saludables completamente 

expandidas en la parte central de la planta. Se realizó una lectura (por hoja) a una hoja por 

planta en cuatro plantas por tratamiento de acuerdo a protocolo de fábrica (Decagon 

device, 2016). 

Índice de contenido de clorofilas (ICC) (Ensayo tres): Para su medición se utilizó un 

clorofilómetro CM-1000 Spectrum, USA®. Cada medición se efectuó 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 

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

Fluorescencia de la clorofila (Ensayos uno y dos): Para la determinación de 

fluorescencia se utilizó un fluorómetro no modulado Handy PEA Hansatech® a 3000 µmol 

fotones m-2 s-1. Las mediciones se realizaron en dos hojas por plantas y en 4 plantas por 

tratamiento. Se calcularon el rendimiento cuántico del PSII con base en la fluorescencia 

mínima (Fv/Fo),  el producto cuántico máximo de la fotoquímica primaria (φ(Po)), la 

eficiencia con la que un excitón atrapado puede mover un electrón después de QA- (ψ(Eo)), 

la probabilidad de un excitón absorbido mueva un electrón después de QA- (φ(Eo)), la 

eficiencia con la que un excitón atrapado puede mover un electrón hasta su aceptor final 

en el PSI6 (δ(Ro)), la probabilidad de un excitón absorbido mueva un electrón hasta su 

                                                
 

6 NADPH. 
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aceptor final en el PSI (φ(Ro)), el índice de vitalidad o funcionamiento con base en la 

absorción de energía (Pabs) y el índice de vitalidad o funcionamiento total (PItotal) (Strasser 

et al. 2004). 

Crecimiento: Se midió la altura de planta, el número de hojas, la biomasa seca total, por 

órganos, biomasa de la parte aérea (PA), la relación raíz/PA (experimentos uno, dos y tres 

3), la longitud de raíz y la longitud específica de la raíz (LER), calculada como el cociente 

entre la longitud y el peso de la raíz (experimentos uno y dos). Adicionalmente, se calculó 

el área foliar específica (AFE) como el cociente entre el área foliar y el peso foliar (Hunt 

2013). Para su determinación las muestras vegetales fueron sometidas a 70 ºC por 24 

horas o hasta peso constante. También se determinó el área foliar (experimento tres) 

utilizando un medidor de área foliar LI-COR LI-3100. Dado el carácter destructivo se realizó 

la medición de este parámetro en el último muestreo de cada ensayo en ocho plantas por 

tratamiento. 

Cd (Experimentos 1 y 3):  Las determinaciones se realizaron en el laboratorio de Aguas 

y Suelos de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá. La concentración de Cd a 

nivel de planta se determinó en raíz y en parte aérea de cuatro plantas al final de cada 

experimento. A nivel del sustrato, se determinó la concentración de Cd total (Cdt) y 

disponible (Cdd) al principio y al final de cada experimento. Al principio de cada 

experimento se tomó una muestra compuesta del sustrato utilizado mientras que al final 

de cada experimento desde cada unidad experimental según su respectivo tratamiento.  

Con base en estos datos se calcularon valores adicionales de extracción a nivel de raíz y 

de PA (resultado de la multiplicación de la concentración por la biomasa del órgano 

correspondiete), eficiencia en la absorción (Eabs) (cociente entre la cantidad de Cd en la 

planta y la materia seca de la raíz) (Wang et al. 2007)), eficiencia en la translocación (Etrstot) 

(cociente entre la concentración de Cd en la parte aérea y la de toda la planta) (Wang et 

al. 2007; Hu et al. 2013), eficiencia en la translocación (Etrsraiz) (cociente entre la 

concentración de Cd en la parte y la de raíz (Stoltz and Greger 2002) y factor de 

concentración biológica (FCB) con base en Cdt y Cdd (cociente entre la concentración de 

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

Colonización radical (Experimentos uno, dos y tres): Su determinación de realizó en el 

último muestreo de cada ensayo en 8 plantas por tratamiento. Se seleccionaron raíces de 

menos de 2 mm de diámetro y se lavaron con abundante agua. Posteriormente, se realizó 
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una tinción del micelio de los hongos en estas raíces con tinta Sheaffer según el protocolo  

modificado de (Vierheilig et al. 1998b). Luego de la tinción de las raíces se evaluó el 

porcentaje de colonización utilizando el método de intersección de la grilla (Giovannetti and 

Mosse 1980). 
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Análisis estadístico 

En los ensayos uno y dos, se realizaron tres muestreos para los parámetros de 

fluorescencia en las semanas cuatro, siete y diez después de transplante (DDT) y en la 

semana 10 para los demás parámetros. En el ensayo 3, se realizó un único muestreo de 

los parámetros fisiológicos en la semana cuatro después del establecimiento de los 

tratamientos (16 semanas después de siembra). Los datos se analizaron utilizando el 

software estadístico JMP© (Statistical Analysis Systems Institute, versión 11). Previo al 

ANOVA, se verificaron todos los datos por normalidad y homoceasticidad. Cuando fue 

necesario, las variables se transformaron usando funciones logarítmicas o trigonométricas. 

Los efectos principales (factores) y su interacción se analizaron con un ANOVA de dos 

vías; luego se realizaron comparaciones post hoc utilizando una prueba de Tukey HSD. 

Se utilizó un ANOVA de Kruskal-Wallis no paramétrico seguido de una prueba de valor Z 

post-hoc, para analizar variables que no cumplían con los supuestos de ANOVA incluso 

después de la transformación (Doubková et al. 2013).  

Para la evaluación funcional de las líneas monospóricas de R. irregularis en los 

experimentos 1 y 2, se calcularon índices de tolerancia para parámetros únicos y para 

parámetros múltiples  según metodología modificada de She et al., (2011):   

El índice de tolerancia para un único parámetro (ITup) se calculó según la siguiente 

fórmula: 

𝐼𝑇 =
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑎𝑟á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑠𝑡𝑟é𝑠 ∗

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑎𝑟á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 sin 𝑒𝑠𝑡𝑟é𝑠 ∗
 

*: Con un nivel de déficit hídrico o con un nivel de cadmio. 

El índice de tolerancia para múltiples parámetros (ITmp) se calculó según las siguientes 

fórmulas: 

𝑋̂𝑖𝑗 =
𝑋𝑖𝑗 − 𝑋𝑗,𝑚𝑖𝑛

𝑋𝑗,𝑚𝑎𝑥 − 𝑋𝑗,𝑚𝑖𝑛
 

Donde: 

𝑋̂𝑖𝑗: Función dependiente del valor del jésimo parámetro en la iésima línea monospórica 
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𝑋𝑖𝑗: Es el valor observado del  jésimo parámetro en la  iésima línea monospórica 

𝑋𝑗,𝑚𝑖𝑛: Es el mínimo valor del jésimo parámetro 

𝑋𝑗,𝑚𝑎𝑥: Es el máximo valor del jésimo parámetro 

 𝑋 = ∑
𝑋̂𝑖𝑗

𝑛⁄

𝑛

𝑗=1

 

Donde: 

𝑋: Función media dependiente  

𝑛: Número de parámetros 

Finalmente, se seleccionaron las líneas monospóricas de R. irregularis con mayor 

contraste para su evaluación en el experimento 3. 
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6.2 Resultados 

Experimento 1: ¿Cuál es la respuesta fisiológica de plantas de cacao inoculadas con 

diferentes líneas monospóricas de R. irregularis en un medio enriquecido con Cd? 

Todos los parámetros asociados con la producción de biomasa en las plantas de cacao, a 

excepción de la relación raíz/PA y la LER, disminuyeron significativamente en respuesta a 

la adición de Cd al sustrato (Tabla 6.1). Se observó una disminución de 20,10% en la 

longitud de la raíz en tanto que la disminución promedio de la biomasa total por planta fue 

de 39,49%. La restricción 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 raíz (25,76%). En contraste, la 

relación raíz/PA se incrementó en un 26,86% y la LER en 10,64% con la adición de Cd al 

sustrato de siembra. 

 

Tabla 6.1. Efecto del Cd y del genotipo de HFMA sobre parámetros fisiológicos y de 

crecimiento de plantas de cacao. Long. Raíz: longitud de raía; PS: Peso seco; PSTot: peso 

seco de toda la planta; PSPA: peso seco de la parte aérea; ITCd: índice de tolerancia; PA: 

parte aérea; Eabs: eficiencia en la absorción; Etrs: eficiencia en la traslocación; Cdt: 

cadmio total; Cdd: cadmio disponible; FCB: factor de concentración biológica; para los 

parámetros de fluorescencia remitirse al texto o lista de siglas, n=4 (para PS y cálculos 

derivados n=8). Los datos representan los resultados del ANOVA de doble vía (valor F). 

Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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. Raízb 24,78*** Sin Cd>Con Cd 0,37  ---

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

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

PS Hojasf 338,28*** Sin Cd>Con Cd 2,94* A1=C2=Z15=Z25=X38=A5≥C3≥no inoculación

PSTotf 197,41*** Sin Cd>Con Cd 1,31ns  ---

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

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

LERa 5,50* Con Cd>Sin Cd 6,94ns  ---

Raíz-ITCd by line N/A 1,62ns  ---

Raíz-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 inoculación=Z15=A5≥Z25=A1=C3=C2=X38

Total-ITline N/A 1,03ns  ---

PA-ITCd by line N/A 2,87* No inoculación≥A5=Z15≥Z25≥C3=A1≥C2=X38

PA-ITline N/A 0,48ns  ---

Concentración de Cd - Raíz (mg/Kg)a 34,12*** Con Cd>Sin Cd 14,34* A1=C3=C2≥Z15=Z25=A5≥X38≥no inoculación

Concentración de Cd - PA (mg/kg)a 51,27*** Con Cd>Sin Cd 4,68ns  ---

Extracción de Cd -Raíz (mg)a 30,54*** Con Cd>Sin Cd 8,61ns  ---

Extracción de Cd -PA (mg)a 37,14*** Con Cd>Sin Cd 2,77ns  ---

Extracción de Cd -Total (mg)a 41,47*** Con Cd>Sin Cd 2,97ns  ---

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

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

Etrs tot.
a 1,22ns  --- 3,16ns  ---

Etrs raíz.
a 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 7,20*** X38=no inoc.=Z15=Z25=A1=C2=A5>C3

φ(Po) (4 sdt) 12,47** Con Cd>Sin Cd 6,87*** X38=no inoc.=Z25=Z15=A1=A5=C2>C3

ψ(Eo) (4 sdt) 9,07** Con Cd>Sin Cd 5,52*** X38=Z25=A1=Z15=no inoc.=A5=C2>C3

φ(Eo) (4 sdt) 9,63** Con Cd>Sin Cd 5,90*** X38=Z25=A1=Z15=no inoc.=C2=A5>C3

δ(Ro)  (4 sdt) 17,52*** Sin Cd>Con Cd 3,97** C3≥C2≥Z15=no inoc.=A1=A5=Z25=X38

φ(Ro) (4 sdt) 2,34ns  --- 1,12ns  ---

PI abs  (4 sdt) 8,28** Con Cd>Sin Cd 4,38** C2=Z25=X38=Z15=no inoc.=A1≥A5≥C3

PI total  (4 sdt) 2,96ns  --- 0,95ns  ---

Fv/Fo (7 sdt) 2,47ns  --- 2,95* no inoc.≥Z25=A5=Z15=C3=C2=X38≥A1

φ(Po) (7 sdt) 1,96ns  --- 2,48* no inoc.≥Z25=A5=Z15=C3=C2=X38≥A1

ψ(Eo) (7 sdt) 0,36ns  --- 2,02ns  ---

φ(Eo) (7 sdt) 1,17ns  --- 2,13ns  ---

δ(Ro)  (7 sdt) 34,32*** Sin Cd>Con Cd 1,79ns  ---

φ(Ro) (7 sdt) 57,55*** Sin Cd>Con Cd 1,70ns  ---

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

PI total  (7 sdt) 46,99*** Sin Cd>Con Cd 2,14* Z15≥C3=Z25=X38=no inoc.=A5=A1≥C2

Fv/Fo (10 sdt) 94,64*** Sin Cd>Con Cd 2,39* no inoc.≥X38=Z25=Z15≥A1=C2=A5≥C3

φ(Po) (10 sdt) 71,97*** Sin Cd>Con Cd 1,89ns  ---

ψ(Eo) (10 sdt) 50,26*** Sin Cd>Con Cd 1,05ns  ---

φ(Eo) (10 sdt) 69,36*** Sin Cd>Con Cd 1,32ns  ---

δ(Ro)  (10 sdt) 0,01ns  --- 1,02ns  ---

φ(Ro) (10 sdt) 107,75*** Sin Cd>Con Cd 1,51ns  ---

PI abs  (10 sdt) 78,93*** Sin Cd>Con Cd 1,62ns  ---

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

Colonización 0,09   -----  1,95ns   -----  

a: análisis no paramétrico

b: Transformación por raíz cuadrada

c: Transformación logaritmica

d: Transformación por coseno

e: Transformación por raíz cúbica

f: Transformación por logaritmo natural

g: Transformación Log (1+x) 

h: Transformación por seno

i: Transformación 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 varió en respuesta a la inoculación. En general, las plantas que no fueron 

inoculadas desarrollaron menor biomasa foliar que las que fueron inoculadas, 

particularmente con los genotipos A1, C2 y X38. No obstante, con la adición de Cd al 

sustrato la biomasa foliar fue similar en todos los tratamientos, incluyendo el control sin 

inoculación (Tabla 6.1 y Figura 6.1). 
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Figura 6.1. Efecto de las diferentes líneas monospóricas de R. irregularis en la biomasa 

foliar de plantas de cacao sometidas a Cd, n=8. 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 índice de tolerancia (ITup) con respecto a la biomasa total, fue diferente entre plantas 

inoculadas con diferentes líneas monospóricas de HFMA. Como respuesta a la adición de 

Cd en el sustrato, las plantas inoculadas con líneas A1, C2, C3 y X38 mostraron un menor 

ITup (~0,51), en tanto que mayores ITup se registraron en plantas inoculadas con Z15 y A5  

(~0,65). Las plantas no inoculadas mostraron el mayor ITup (~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. Índice de tolerancia (IT) individual por cada línea monospórica inoculante de 

plantas de cacao, n=12. 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). 

Las plantas de cacao tuvieron la capacidad de absorber Cd. La adición de Cd al sustrato 

de plantas de cacao indujo un incremento altamente significativo en su concentración a 

nivel de raíz (151,95 mg.Kg-1), parte aérea (296,60 mg.Kg-1) y en la planta completa (266,90 

mg.Kg-1). Lo mismo sucedió con la extracción de Cd (0,10 mg, 0,84 mg y 0,94 mg, 

respectivamente). Por su parte, las plantas sembradas en sustrato sin adición de Cd 

mostraron en promedio una concentración de 2,07 mg.Kg-1, 8,64 mg.Kg-1 y 7,44 mg.Kg-1 y 

una extracción de 0,002 mg, 0,03 mg y 0,03 mg, para raíz, parte aérea y planta completa. 

Es importante resaltar que la concentración de Cd total al inicio del experimento fue de 0,8 

mg.Kg-1 y de Cd disponible de 0,1 mg.Kg-1. 

La Eabs se incrementó, pero la Etrs-raiz disminuyó con la presencia de Cd en el sustrato. En 

presencia de Cd, las plantas de cacao mostraron en promedio una Eabs de 1,42 mg.g-1 y 

una Etrs-raiz de 2,32. Mientras que en plantas sin adición de Cd la Eabs fue de 0,04 mg.g-1 y 

la Etrs-raiz fue de 4,09.  

La concentración de Cd en la raíz fue el único parámetro en el que se observaron 

diferencias significativas debidas a la inoculación de plantas de cacao con líneas 
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monospóricas diferentes de AMF. Las plantas no inoculadas concentraron menos Cd en 

su raíz (96,29 mg.Kg-1) que las inoculadas con las líneas monospóricas C2 (170,38 mg.Kg-

1), C3 (199,08 mg.Kg-1) y A1 (182,77 mg.Kg-1). Las raíces de las plantas inoculadas con 

esta última línea concentraron significativamente más Cd que las inoculadas con la línea 

X38 (131,26 mg.Kg-1). 

La concentración total y disponible de Cd en el sustrato fue mayor en aquellos sobre los 

cuales hubo adición de este metal pesado. El Cdt y Cdd en el sustrato de plantas 

enriquecidas con Cd fue en promedio de 34,89 mg.Kg-1 y 23,50 mg.Kg-1, respectivamente. 

Por su parte, en el sustrato sin enriquecimiento de Cd, el Cdt y Cdd fue en promedio de 

0,8 mg.Kg-1 y 0,1 mg.Kg-1, respectivamente (Tabla 6.1). Así, 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 aplicación de Cd al sustrato de plantas 

en los parámetros de fluorescencia Fv/Fo, φ(Po), ψ(Eo), φ(Eo) y PIabs, cambió 

radicalmente. Estos cinco parámetros mostraron valores más altos en plantas sometidas 

a Cd en la semana cuatro después de trasplante (DT), no obstante, en la semana siete DT 

(PIabs) y en la 10 DT, presentaron los valores más bajos (Tabla 6.1 y Figura 6.3). Por su 

parte, la adición de Cd al sustrato de plantas de cacao disminuyó los valores de δ(Ro) 

desde la semana cuatro DT. También se observó la disminución de φ(Ro) y PItotal en 

respuesta al Cd solamente en las semanas siete y 10 DT (Tabla 6.1). 
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Figura 6.3. Eficiencia máxima potencial con base en Fo de plantas inoculadas con 

diferentes líneas monospóricas 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 (±DE). Las 

columnas marcadas con letras diferentes son significativamente diferentes de acuerdo con 

la prueba de Tukey (p<0.05).   

De forma similar, los parámetros de fluorescencia Fv/Fo, φ(Po), ψ(Eo), φ(Eo) y PIabs 

cambiaron de forma significativa en los diferentes tratamientos de inoculación con líneas 

monospóricas diferentes de HFMA, particularmente, en la semana cuatro DT. En general, 

para los parámetros mencionados las plantas inoculadas con X38 tuvieron los mayores 

valores y las inoculadas con C3 los menores valores. Por el contrario, los valores de δ(Ro) 

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

Con respecto a los parámetros de fluorescencia en general, los efectos principales de la 

aplicación de Cd al sustrato y de la inoculación de las plantas, cambiaron a lo largo del 

periodo evaluado. Por esta razón, el índice compuesto de tolerancia (IT) se calculó con y 

sin estos parámetros. Sin los parámetros de fluorescencia el mayor índice lo obtuvieron las 

plantas inoculadas con la línea monospórica X38 y el menor, las plantas inoculadas con la 

línea monospórica C3 (Tabla 6.2). El mismo índice considerando los parámetros de 

fluorescencia, mostró que las plantas inoculadas con la línea monospórica C2 tuvieron 

mayores valores mientras que las inoculadas con la línea monospórica A1, los menores 

(Tabla S 6.2). No se observaron diferencias significativas entre plantas inoculadas y no 

inoculadas. 
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Tabla 6.2. Índice de tolerancia compuesta frente al Cd de plantas inoculadas con diferentes 

líneas monospóricas de HFMA, sin considerar parámetros de fluorescencia. LER: longitud 

específica de la raíz; Cdt: cadmio total; Cdd: cadmio disponible; Eabs: eficiencia en la 

absorción; Etrs: eficiencia en la translocación; FCB: factor de concentración biológica. PS: 

peso seco; PS: peso seco; PSPA: peso seco de la parte aérea. n=4 (para PS y cálculos 

derivados n=8).  

 

 

 

Experimento 2: ¿Cuál es la respuesta fisiológica de plantas de cacao inoculadas con 

diferentes líneas monospóricas de R. irregularis, frente al déficit hídrico? 

Todos los parámetros asociados con la producción de biomasa en las plantas de cacao, a 

excepción de la LER, disminuyeron significativamente en respuesta al déficit hídrico Tabla 

6.3). Se observó que las plantas sometidas a este estrés disminuyeron la longitud de su 

raíz (11,40%), así como la biomasa en raíz (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 relación raíz/PA no 

tuvo una variación significativa. 

Tabla 6.3. Efecto del déficit hídrico y del genotipo de HFMA sobre parámetros fisiológicos 

y de crecimiento de plantas de cacao. Long. Raíz: longitud de raía; PS: Peso seco; PSTot: 

Línea A B C D E F G H I J K L M N O P Q R S T U Índice (Promedio)

A1 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 inoculación 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 :  Extracción de Cd -Raíz (mg)

G :  Extracción de Cd -PA (mg)

H :  Extracción de Cd -Total (mg)

I :  Concentración de Cd en Total (mg/Kg)

J :  Eabs

K : Etrs.(PA/tot)

L : Etrs.(PA/Raiz)

M:  FCB (Cdt)

N :  FCB (Cdd)

O :  Long. Raíz

P :  PS Raíz

Q :  PS Tallo

R :  PS Hojas

S : PSTot

T : PSPA

U : Raíz/PA
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peso seco de toda la planta; PSPA: peso seco de la parte aérea; ITCd: índice de tolerancia; 

PA: parte aérea; Eabs: eficiencia en la absorción; Etrs: eficiencia en la traslocación; Cdt: 

cadmio total; Cdd: cadmio disponible; FCB: factor de concentración biológica; para los 

parámetros de fluorescencia remitirse al texto o lista de siglas, n= 4 (para PS y cálculos 

derivados n=8). Los datos representan los resultados del ANOVA de doble vía (valor F). 

Los niveles de significancia se identifican así: *** = 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 hídrico Orden Genotipo HFMA Orden Esgtrés hídrico x  genotipo HFMA

Long. Raíz 7,48* hidratadas>estresadas 0,59ns   -----  0,51ns

PS Raíz 177,46*** hidratadas>estresadas 0,49ns   -----  0,48ns

PS Tallo 155,72*** hidratadas>estresadas 0,54ns   -----  0,40ns

PS Hojasg 636,91*** hidratadas>estresadas 1,33ns   -----  1,79ns

PSTot 366,72*** hidratadas>estresadas 1,81ns   -----  

PSPA 324,29*** hidratadas>estresadas 1,91ns   -----  1,89ns

Raíz/PA 0,96ns 0,82ns   -----  1,53ns

LER 104,92*** estresadas>hidratadas 1,92ns   -----  2,79*

Potencial hídrico 11,68** hidratadas>estresadas 0,33ns   -----  0,23ns

Raíz-IT Estr. by line NA   -----  1,02ns   -----  NA

Raíz-IT line NA   -----  0,53ns   -----  NA

Tallo-IT Estr. by line NA   -----  0,39ns   -----  NA

Tallo-ITline NA   -----  0,21ns   -----  NA

Hojas-IT Estr.by line NA   -----  0,80ns   -----  NA

Hojas-ITline NA   -----  0,57ns   -----  NA

Total-IT Estr. by line NA   -----  0,57ns   -----  NA

Total-ITline NA   -----  0,34ns   -----  NA

PA-IT Estr. by line NA   -----  0,56ns   -----  NA

PA-ITline NA   -----  0,36ns   -----  NA

Fv/Fo (4 ddt) 0,05ns   -----  9,25*** X38=A1=Z25=Z15=control=A5=C2>C3 0,94ns

φ(Po) (4 sdt) 0,38ns   -----  5,77*** X38=Z25=Z15=A5=control=C2>C3 0,77ns

ψ(Eo) (4 sdt) 2,02ns   -----  5,09*** A1=X38=Z25=C2=A5=control=Z15>C3 2,10*

φ(Eo) (4 sdt) 1,94ns   -----  6,54*** A1=X38=Z25=C2=A5=control=Z15>C3 1,97ns

δ(Ro)  (4 sdt) 1,54ns   -----  2,95** C3≥Z15=C2≥control=A1=A5=Z25=X38 0,79ns

φ(Ro) (4 sdt) 0,04ns   -----  1,12ns   -----  1,65ns

PI abs  (4 sdt) 5,53* estresadas>hidratadas 6,15*** A1=X38=Z25=C2=A5=Z15=control>C3

PI total  (4 sdt) 1,86ns   -----  0,49ns   -----  0,97ns

Fv/Fo (7 sdt) 22,66*** hidratadas>estresadas 1,47ns   -----  1,08ns

φ(Po) (7 sdt) 20,26*** hidratadas>estresadas 1,16ns   -----  1,37ns

ψ(Eo) (7 sdt) 32,04*** hidratadas>estresadas 2,20* A5≥C3=Z15=A1=Z25=control=X38≥C2 0,55ns

φ(Eo) (7 sdt) 35,32*** hidratadas>estresadas 2,22* A5≥C3=Z15=Z5=A1=control=X38≥C2 0,58ns

δ(Ro)  (7 sdt) 4,33* estresadas>hidratadas 0,70ns   -----  0,43ns

φ(Ro) (7 sdt) 109,04*** hidratadas>estresadas 1,17ns   -----  1,03ns

PI abs  (7 sdt) 30,02*** hidratadas>estresadas 1,80ns   -----  0,99ns

PI total  (7 sdt) 63,90*** hidratadas>estresadas 1,32ns   -----  2,46*

Fv/Fo (10 sdt) 20,40*** hidratadas>estresadas 2,28* Z15=A5=C2=control≥A1=Z25≥X38=C3 3,14**

φ(Po) (10 sdt) 15,06** hidratadas>estresadas 3,23** Z15=A5=C2=control≥A1≥Z25≥C3≥X38 3,72**

ψ(Eo) (10 sdt) 15,38*** hidratadas>estresadas 1,70ns   -----  1,91ns

φ(Eo) (10 sdt) 18,79*** hidratadas>estresadas 1,96ns   -----  2,26*

δ(Ro)  (10 sdt) 30,61*** hidratadas>estresadas 1,00ns   -----  1,43ns

φ(Ro) (10 sdt) 58,61*** hidratadas>estresadas 0,84ns   -----  1,98ns

PI abs  (10 sdt) 27,06*** hidratadas>estresadas 1,70ns   -----  1,59ns

PI total  (10 sdt) 58,79*** hidratadas>estresadas 1,06ns   -----  1,37ns

Colonización 0,47ns   -----  0,70ns   -----  1,02ns

a: análisis no paramétrico

b: Transformación por raíz cuadrada

c: Transformación logaritmica

d: Transformación por coseno

e: Transformación por raíz cúbica

f: Transformación por logaritmo natural

g: Transformación Log (1+x) 

h: Transformación por seno

i: Transformación por (1/(1+exp(x))) 

ns: No hay significancia

sdt: Semanas despuçes de transplante
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La LER varió en respuesta al déficit hídrico y a su interacción con la inoculación con hongos 

formadores de micorrizas. En general, la LER aumentó (140,49%) en plantas de cacao 

sometidas a déficit hídrico y particularmente en plantas inoculadas con las líneas 

monospóricas Z25 con respecto a la inoculadas con X38, C2, A5 (Tabla 6.3 y Figura 6.4). 

Por su parte, el potencial hídrico foliar disminuyó significativamente en 74,08% en plantas 

sometidas a déficit hídrico (-1,29 MPa) con respecto a las que no lo estuvieron (-0,74 MPa) 

(Tabla 6.3). No se observó el efecto de la inoculación sobre la variación en el potencial 

hídrico foliar. 
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Figura 6.4. Longitud específica de la raíz con diferentes líneas monospóricas de FMA y 

sometidas a déficit hídrico, n=8. 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). 

A partir de la semana siete después de transplante (DT), la mayoría de los parámetros de 

eficiencia fotosintética calculados a partir de la fluorescencia la clorofila a, fueron 

significativamente menores en las plantas sometidas a déficit hídrico. Estos parámetros 

fueron Fv/Fo, phi(Po), psi(Eo), phi(Eo), phi(Ro), PItot y PIabs. No obstante, delta (Ro) fue 

mayor en plantas estresadas en la semana siete DT y cambió 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 PIabs fue significativamente mayor en plantas sometidas a déficit hídrico. 
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En las semanas siete y 10 DT, algunos parámetros de eficiencia calculados a partir de la 

fluorescencia de la clorofila a, cambiaron en respuesta a la inoculación con diferentes 

líneas monospóricas de HFMA. En la semana siete DT, los parámetros psi(Eo) y phi(Eo) 

fueron menores en las plantas inoculadas con la línea monospórica C2 con respecto a las 

inoculadas con A5. En la semana 10 DT, los parámetros Fv/Fo y phi(Po) fueron menores 

en las plantas inoculadas con las líneas X38 y C3 con respecto a las inoculadas con Z15, 

A5, C2 y a las no inoculadas (Figura 6.5a-b). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.5. Eficiencia máxima potencial con base en Fo y phi(Po) de plantas inoculadas 

con diferentes líneas monospóricas de FMA y sometidas a déficit hídrico (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 parámetros de fluorescencia variaron en el tiempo, el índice de tolerancia 

(IT) compuesto se calculó con y sin estos parámetros. Sin los parámetros de fluorescencia 

el mayor índice lo obtuvieron las plantas inoculadas con la línea monospórica X38 y el 

menor, las plantas inoculadas con la línea monospórica C3 (Tabla 6.4). El mismo índice 

considerando los parámetros de fluorescencia, mostró que las plantas inoculadas con la 

línea monospórica C2 tuvieron mayores valores mientras que las inoculadas con la línea 

monospórica 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. Índice de tolerancia compuesta frente al Cd de plantas inoculadas con diferentes 

líneas monospóricas  de HFMA, sin considerar parámetros de fluorescencia. LER: longitud 

específica de la raíz; PS: peso seco; PS: peso seco; PSPA: peso seco de la parte aérea. 

n=4 (para PS y cálculos derivados n=8).  

 

 

 

 

 

 

  

Líneas A B C D E F G H I Índice (Promedio)

A1 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

C2 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

Z25 0,00 0,69 1,00 0,06 0,00 0,64 0,26 0,42 0,00 0,34

No inoculación 0,78 0,11 0,65 0,66 0,23 0,72 0,54 0,54 0,51 0,53

A : LER

B : Pot. Hídrico

C :  Long. Raíz

D :  PS Raíz

E :  PS Tallo

F :  PS Hojas

G : PSTot

H : PSPA

I : Raíz/PA
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Experimento 3: ¿Cuál es la respuesta fisiológica de plantas de cacao inoculadas con 

diferentes líneas monospóricas de Rhizophagus irregularis frente al estrés por Cd 

en condiciones de déficit hídrico? 

Durante el periodo evaluado, el diámetro y la biomasa del tallo de las plantas de cacao 

disminuyeron principalmente al estrés por déficit hídrico y al estrés combinado, 

respectivamente. Las plantas de cacao sin estrés tuvieron un diámetro de tallo de 6,68 mm 

en promedio. Este valor no varió cuando las plantas estuvieron sometidas a Cd, pero si lo 

hizo al someter las plantas a estrés combinado (8,24%) y déficit hídrico (12,20%). Este 

último estrés indujo la disminución del diámetro 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 hídrico. Por el contrario, el estrés 

combinado indujo una reducción significativa de 8,05%. El AFE no varió significativamente 

frente a los tratamientos evaluados (Tabla 6.5). 

Tabla 6.5. Efecto del estrés combinado y del genotipo de HFMA sobre parámetros 

fisiológicos y de crecimiento de plantas de cacao. n= 4 (para PS y cálculos derivados n=8). 

Los datos representan los resultados del ANOVA de doble vía (valor F). Los niveles de 

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

 

Parametro Estrés Orden Genotipo HFMA Orden Estres x  genotipo HFMA

Altura de la planta (cm) 0,99ns  --- 1,28ns  --- 0,13ns

Diámetro del tallo (mm) 4,80* Cd=No estrés≥estrés combinado≥déficit hídrico 0,28ns  --- 0,44ns

Peso seco del talloa 7,18* Cd=No estrés≥déficit hídrico≥estrés combinado 1,05ns  --- 0,85ns

Peso seco de la raiz 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

Relación raíz/parte aerea 2,06ns  --- 0,53ns  --- 1,23ns

AFE 0,5ns  --- 0,8ns  --- 0,7ns

Índice de clorofila 2,39ns  --- 3,26* X38≥C3=C2≥no inoc. 2,29*

Área foliar (cm2) 0,29ns  --- 0,39ns  --- 0,38ns

Temperatura (°C)a 31,02*** Estrés combinado=déficit hídrico>Cd=no estrés 0,06ns  ---

Conductancia estomáticac 37,26*** No estrés=Cd>déficit hídrico=estrés combinado 2,05ns  --- 0,62ns

Potencial hídrico foliar 7,17** No estrés=Cd>estrés combinado=déficit hídrico 0,05ns  --- 0,95ns

Permeabilidad de la membrana 0,76ns  --- 4,44** No inoc.≥C3≥C2>X38 2,47*

Conc. Cd PA (mg.Kg-1)a 25,97*** Cd=estrés combinado>déficit hídrico=no estrés 1,10ns  ---  ---

Conc. Cd Raíz (mg.Kg-1)a 37,59*** Estrés combinado>Cd>no estrés=déficit hídrico 0,69ns  ---  ---

Etrs raíz.
a 36,1*** Déficit hídrico=no estrés>estrés Cd>estrés combinado 1,88ns  ---  ---

Cdt (mg.Kg-1)a 72,38*** Estrés combinado=Cd>no estrés=déficit hídrico 2,22ns  ---  ---

Cdd (mg.Kg-1)a 76,40*** Estrés combinado=Cd>no estrés=déficit hídrico 1,89ns  ---  ---

Colonización 0,33ns  --- 0,16ns  --- 0,57ns

a: análisis no paramétrico

b: Transformación por raíz cuadrada

c: Transformación logaritmica

d: Transformación por coseno

e: Transformación por raíz cúbica

f: Transformación por logaritmo natural

g: Transformación Log (1+x) 

h: Transformación por seno

i: Transformación por (1/(1+exp(x))) 

ns: No hay significancia
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La conductancia estomática, el potencial hídrico y la biomasa de raíz tuvieron un patrón 

similar de respuesta en tanto que la temperatura foliar el patrón contrario. La temperatura 

promedio de las hojas de cacao bajo las condiciones de estudio descritas, fue de 26,58 ºC 

la cual se incrementó de forma significativa con el estrés combinado (7,06%) y el déficit 

hídrico (5,87%) pero no por el Cd (1,32%). La conductancia estomática que, en hojas de 

cacao sin estrés fue de (56,06 s.m2), disminuyó significativamente en estrés combinado 

(71,35%) y en déficit hídrico (69,53%) pero no por con Cd (9,38%). El potencial hídrico 

foliar en las plantas sin estrés fue de -0,59 MPa pero disminuyó significativamente en 

estrés combinado (39,68%) y en déficit hídrico (37,71%) pero no por Cd (3,70%) (Tabla 

6.5).  

La concentración de Cd a nivel de la parte aérea y de raíz 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 concentración de 8,85 mg.Kg-1 y 9,41mg.Kg-1, 

respectivamente; en contraste, las plantas sometidas a estrés por déficit hídrico o a ningún 

estrés tuvieron una concentración de 4,62 mg.Kg-1 y 3,55mg.Kg-1, respectivamente. A nivel 

de raíz, las plantas sometidas a estrés combinado y a Cd, tuvieron una concentración de 

366,09 mg.Kg-1 y 148,31mg.Kg-1, respectivamente; en contraste, las plantas sometidas a 

estrés por déficit hídrico o a ningún estrés tuvieron una concentración de 3,12 mg.Kg-1 y 

3,40mg.Kg-1, respectivamente  (Tabla 6.5). Así, la Etrsraíz fue de 1,59 para plantas en déficit 

hídrico, de 1,18 para plantas sin estrés, de 0,14 para plantas con Cd y de 0,03 para plantas 

con estrés combinado. 

La concentración 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 adicionó Cd, sólo o 

combinado con el estrés por déficit hídrico, tuvieron una concentración de Cdt de 28,84 

mg.Kg-1 y 35,23 mg.Kg-1, respectivamente; en contraste, la concentración de Cdt en el 

sustrato de plantas con estrés por déficit hídrico o sin estrés fue de 0,8 mg.Kg-1 en ambos 

casos. La concentración de Cdd en el sustrato de plantas sometidas a estrés por Cd o 

combinado fue de 27,11 mg.Kg-1 y 30,31 mg.Kg-1, respectivamente; por su parte, los 

sustratos a los que no se les adicionó Cd, tuvieron una concentración de Cdd de 0,1 mg.Kg-

1.  

El índice de clorofila y la permeabilidad de membrana de plantas de cacao varió entre los 

tratamientos de forma estadísticamente significativa, pero con patrones opuestos. Las 
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plantas de cacao inoculadas con la línea monospórica X38 tuvieron un mayor índice 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 líneas 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. Índice de clorofilas de plantas de cacao inoculadas con diferentes líneas 

monospóricas de FMA y sometidas a estrés combinado, n=8. 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). 

6.3 Discusión 

 

La respuesta fisiológica de las plantas de cacao inoculadas con diferentes líneas 

monospóricas de R. irregularis en un medio enriquecido con Cd se caracterizó por 

la modificación del crecimiento, modulación de la capacidad de absorción, 

translocación y concentración de Cd y de la alteración de desempeño de la 

fotosíntesis, en la fase fotoquímica.  

 

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

planta de cacao, de hecho, el órgano con mayor disminución en crecimiento fueron las 
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hojas. Precisamente la biomasa foliar, fue el parámetro de crecimiento que, en este 

experimento, resultó más sensible a la inoculación de tres de las líneas monospóricas. 

Esto indica que el crecimiento foliar de cacao es un parámetro potencialmente sensible 

para evaluar la respuesta de esta especie al Cd y a la inoculación con HFMA. Sin embargo, 

en el segundo experimento no se detectaron diferencias significativas entre las plantas 

inoculadas con diferentes líneas monospóricas a nivel de área foliar pero si un patrón 

similar, lo que sugiere la existencia de otros factores que pudieron afectar la simbiosis con 

HFMA, especialmente, la variabilidad genotípica 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 fotosíntesis en 

condiciones no estresantes y en segundo lugar, que este incremento varía según el 

genotipo de hongo FMA utilizado. Si se considera que la mayor acumulación de nutrientes 

en las plantas de cacao se da en las hojas (Fernández et al. 2016) (Anexo A) y que los 

HFMA contribuyen a la absorción 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. Así, los 

resultados podrían 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 líneas monospóricas de HFMA fueron 

similares lo cual indica que el ITup debe ser analizado con precaución en la medida en que 

las líneas de HFMA que menos estimulen el crecimiento en condiciones no estresantes, 

podrían parecer mejores al considerar el IT. De hecho, todas las líneas monospóticas de 

HFMA que 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 acumuló 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 observó. Si bien, la concentración de Cd en los sustratos que 

no fueron enriquecidos con este metal fue relativamente baja (0,8 mg.Kg-1), el rápido 

crecimiento de las plantas de cacao a nivel de vivero probablemente implicó una rápida 

absorción de elementos desde el suelo, incluyendo los tóxicos como el Cd, como lo 



 117 

 

confirma el hecho de que la Etrsraíz 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 que en cada bolsa hubiera alrededor de 2,4 mg de Cd, lo que puede explicar su 

extracción (0,03 mg) en las plantas que no fueron sometidas a la adición 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 translocación parece variar con la concentración de Cd en el 

sustrato así, la Etrs-raiz en plantas sin adición de Cd casi duplica a la de las plantas con 

adición de Cd.  

De otra parte, si se considera que el P (macroelemento) tiene una Eabs de 18,23 mg.g-1 en 

cacao (Fernández et al. 2016) y que el Cd es un metal pesado y tóxico, es posible afirmar 

que el Cd puede ingresar con relativa facilidad a la planta (Eabs, 1,42 mg.g-1) cuando el 

sustrato está enriquecido por este metal. 

Las diferencias en la concentración de Cd en la raíz como respuesta a la inoculación de 

plantas de cacao con diferentes líneas monospóricas de HFMA, describen un patrón similar 

a las diferencias entre líneas monospóricas 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 concentración de Cd en la raíz y este incremento puede variar según el 

genotipo utilizado. Dado que este efecto pudo deberse a la absorción diferencial de 

nutrientes como se explicó anteriormente, es posible que las líneas monospóricas 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 tóxicos como el Cd (González-Guerrero 2005). No obstante, esta posibilidad es 

objeto de futuras investigaciones, particularmente dirigidas a la utilización potencial de los 

HFMA en procesos de fito-estabilización de Cd. 

El Cdd constituyó, en el primer experimento, el 67% del Cdt, lo que sugiere que, a 

consecuencia de la implementación del tiempo de la estabilización de la muestra, parte del 

Cd adicionado al sustrato se dirigió a otras fracciones del sustrato, tal como se describe en 

el capítulo segundo de este documento. 

Los parámetros de fluorescencia evaluados en este capítulo, corresponden a las 

relaciones de flujo o eficiencias cuánticas (González Moreno et al. 2008). Cada uno de 
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ellos describe un segmento del conjunto de reacciones fotoquímicas de la fotosíntesis a 

través del cual el exitón mueve los electrones (Strasser et al. 2000). Así, el primer 

segmento está asociado con la oxidación del centro de reacción, es decir, con el 

atrapamiento de la energía lumínica absorbida o fotoquímica primaria dirigida a la 

reducción de la feofitina y la QA
7. Los parámetros asociados a este segmento son el 

rendimiento cuántico del PSII con base en la fluorescencia mínima o inicial (Fv/Fo) y el 

producto cuántico máximo de la fotoquímica primaria (φ(Po)).  

El segundo segmento está asociado con la eficiencia del transporte de electrones, es decir, 

con la capacidad de que un exitón absorbido para reducir los aceptores de electrones en 

el intersistema (PSII-PSI). Los parámetros asociados a este segmento son la eficiencia con 

la que un excitón atrapado puede mover un electrón después de QA- (ψ(Eo)), la 

probabilidad de un excitón absorbido mueva un electrón después de QA- (φ(Eo)). 

El tercer segmento está asociado con la capacidad de reducción del aceptor final en las 

reacciones fotoquímicas de la fotosíntesis. Los parámetros asociados a este segmento son  

la eficiencia con la que un excitón atrapado puede mover un electrón hasta su aceptor final 

en el PSI8 (δ(Ro)) y la probabilidad de un excitón absorbido mueva un electrón hasta su 

aceptor final en el PSI (φ(Ro)). 

Adicionalmente se analizaron otros dos parámetros que integran todos los anteriores. El 

índice de vitalidad o funcionamiento con base en la absorción de energía (Pabs) que incluye: 

i) la densidad de los centros de reacción completamente activos, ii) la eficiencia del 

movimiento de electrones por cada excitón atrapado dentro de la cadena de transporte de 

electrones más allá de la QA, y iii) la probabilidad de que un fotón absorbido sea atrapado 

en el centro de reacción. El índice de vitalidad o funcionamiento total (PItotal), por su parte, 

incluye los anteriores más la eficiencia del excitón para reducir el aceptor final del PSI 

(Živčák et al. 2008). 

De forma interesante, en la semana cuatro DT, las plantas sometidas a Cd, fueron más 

eficientes desde la absorción de energía lumínica hasta la reducción 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 fotosíntesis. Pero son pocos los 

reportes que han explicado las posibles causas de efectos positivos de agentes tóxicos 

sobre las plantas.  

La estimulación de algunos parámetros fisiológicos 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 fenómeno conocido como 

hornesis (Barcelo and Poschenrieder 2002). Según estos autores, la hornesis puede estar 

asociada a efectos terapéuticos dirigidos a aliviar una enfermedad no detectada, a la 

disminución de la deficiencia latente de un elemento esencial, a la estimulación de 

reacciones de defensa dirigiendo a la activación general del metabolismo, al mejoramiento 

de la nutrición de P y Fe (mayor solubilidad), a alteraciones en la distribución de 

reguladores de crecimiento y a la prevención de la toxicidad por P, Cu, Mn e H+.  

Justamente, el pH del sustrato utilizado en estos ensayos, que implementa las mismas 

prácticas de los productores de la región, indica acidez (Tabla S 6.1), así que es probable 

que el Cd, al ser un catión 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 explicación para 

la hornesis en Al3+ (Kinraide 1994). 

En contraste, la eficiencia con la que un excitón atrapado puede mover un electrón hasta 

su aceptor final en el PSI δ(Ro), a diferencia de los otros parámetros, fue menor en plantas 

sometidas a Cd desde la cuarta DT y en los muestreos sucesivos. Esto sugiere que el 

efecto tóxico del Cd sobre la fotosíntesis en su fase fotoquímica comienza con el bloqueo 

del flujo electrónico dirigido a la reducción de NADPH y posteriormente del CO2. La fuerte 

disminución en el crecimiento de la parte aérea de las plantas de cacao en respuesta a la 

alta concentración de este metal descritos previamente, podría obedecer a la limitación 

temprana para reducir el CO2 a carbohidratos. 

En los muestreos posteriores, especialmente en la décima semana DT, el Cd afectó todos 

los segmentos de la cadena de transporte de electrones que constituyen las reacciones 

fotoquímicas de la fotosíntesis acentuando su efecto negativo sobre la acumulación de 

biomasa. De hecho, el Cd es un inhibidor efectivo de la fotosíntesis (Shanying et al. 2017). 

Estos autores citan numerosas investigaciones que reportan los efectos inhibitorios del Cd 
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sobre la fotosíntesis como disminución de la síntesis de clorofila, disminución en el tamaño 

del cloroplasto, inactivación de las enzimas involucradas en la fijación de CO2, disminución 

de rubisco, disminución de los complejos cosechadores de luz, del PS I y PSI, disminución 

del rendimiento cuántico del fotosistema II.  

La diferencia en los parámetros de fluorescencia entre los tratamientos de inoculación en 

la cuarta semana DT, incluyendo el control, indican que las plantas inoculadas con la línea 

monospórica C3 disminuyeron la eficiencia cuántica y el transporte de electrones en el 

intersistema (PSII 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 líneas monospóricas de la misma especie de hongos 

micorrícicos inducen diferencias en el flujo energético de la fotosíntesis de plantas de 

cacao en respuesta al Cd. Fernández (2017) (Anexo C), encontró diferencias significativas 

en el flujo energético de la fotosíntesis de plantas de Medicago truncatula inoculadas con 

diferentes líneas monospóricas 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 

que 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 simultánea, el Cd y la 

inoculación con HFMA. Para este último 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 podría cambiar a ser neutro o positivo (Ceballos Rojas 

2016).  

Los valores menores de Fv/Fo en las plantas inoculadas con la línea monospórica C3 son 

un indicador de estrés y posiblemente de un efecto inicialmente negativo de la inoculación 

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



 121 

 

de la inoculación a lo largo del ciclo de vida de las plantas hospederas. De otra parte, el 

efecto acumulativo del Cd en estas plantas indujo una disminución aún más fuerte en su 

eficiencia cuántica. Esto mismo sucedió con las plantas inoculadas con las líneas 

monospóricas A1, A5 y C2 en la semana 10 DT (Tabla 6.1 y Figura 6.3) 

Los únicos parámetros evaluados a lo largo del tiempo fueron los de fluorescencia. Los 

demás parámetros se evaluaron a partir de la semana 10 DT. De forma interesante, el 

índice compuesto de tolerancia (IT) sin considerar los parámetros de fluorescencia, 

señalan a la línea X38 y a la línea C3 como las de mayor y menor desempeño, 

respectivamente. Estos resultados son consistentes con el desempeño fotosintético a nivel 

de las reacciones fotoquímicas, observado en la semana cuatro DT. En conjunto, los 

resultados sugieren que la variabilidad genética de las líneas monospóricas de los HFMA, 

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

 

La respuesta fisiológica de plantas de cacao inoculadas con diferentes líneas 

monospóricas de R. irregularis, frente al déficit hídrico se caracterizó por una 

disminución del crecimiento general de la planta de cacao y por la alteración del 

desempeño de la fotosíntesis, en la fase fotoquímica.  

 

En respuesta al déficit hídrico, las plantas de cacao disminuyeron su crecimiento de forma 

relativamente similar en todos sus órganos. El agua es un constituyente estructural ubicuo 

en las plantas, adicionalmente participa como solvente y reactante en reacciones 

bioquímicas en toda la planta (Kirkham 2005). Así, su deficiencia en plantas de cacao en 

vivero indujo una disminución significativa en el potencial hídrico apoplástico y afectó el 

crecimiento de la planta en general. Como se mencionó previamente con el estrés por Cd, 

en vivero, las plantas son pequeñas y carecen de reservas para hacer frente a condiciones 

desfavorables. Consecuentemente, el efecto del estrés afectó el crecimiento de toda la 

planta. 

La longitud específica de la raíz (LER) en condiciones de déficit hídrico, al igual que lo 

sucedido en respuesta al Cd, aumentó. La LER representa una relación entre la unidad 

estándar de adquisición (longitud de la raíz) sobre la inversión del recurso en esa unidad 
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(masa) (Pérez-Harguindeguy et al. 2013). Según estos autores, se considera que una LER 

alta implica tasas de adquisición de nutrientes y agua, y de crecimiento relativo más altas 

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

Así, el incremento de la LER indica que dentro de los mecanismos de tolerancia al déficit 

hídrico está el aumentar la eficiencia en la absorción de agua a expensas de la biomasa 

destinada a la raíz. De otra parte, la interacción significativa entre el déficit hídrico y la 

inoculación con las diferentes líneas monospóricas de HFMA resultó del aumento de la 

LER en algunas de estas líneas en condiciones de déficit hídrico, principalmente de la línea 

Z25. 

Finalmente, la falta de significancia estadística en el ITup indica que la disminución en el 

crecimiento de las plantas sometidas a déficit hídrico fue similar en respuesta a la 

inoculación de las diferentes líneas monospóricas de HFMA.  

La ausencia de un efecto observable de la inoculación de líneas monospóricas diferentes 

de HFMA sobre la tolerancia de plantas de cacao frente al estrés hídrico no es una 

evidencia absoluta acerca de la ausencia de variabilidad funcional en este sentido. La 

razón que hay evidencia reciente que ha demostrado que hay variabilidad en la respuesta 

de plantas de yuca frente al estrés por déficit hídrico en condiciones de campo, inclusive 

con algunos de los mismos genotipos utilizados en esta investigación (Peña, en 

preparación). 

En la semana 4 DT, el índice de vitalidad con base en la absorción de energía (Piabs) fue 

ligeramente mayor en plantas sometidas a déficit hídrico. Sin embargo, no se presentaron 

diferencias significativas en los otros parámetros. Si se considera que la imposición del 

déficit hídrico sucedió en la semana dos DT, es posible que para el momento de la 

evaluación (semana cuatro DT), la intensidad del estrés no fuera lo suficientemente alta o 

que 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 oxígeno (ERO) (Caravaca et al. 2005; Alguacil et al. 

2006). Luego de la semana cuatro DT, el PIabs fue mayor en las plantas hidratadas 

indicando que las plantas se estresaron posteriormente.    

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

disminuyeron su eficiencia. La restricción de agua tiene varios efectos sobre la fotosíntesis 
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en su fase fotoquímica. Dentro de estos efectos se encuentra i) la disminución de la fotólisis 

del agua para donar los electrones destinados a reducir los centros de reacción 

previamente oxidados, ii) el aumento en la producción de ERO por cuenta de la sobre-

exitación del sistema, iii) la perdida de la estructura nativa de las proteínas 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 sólo se redujo en 

la semana 10 DT en estas plantas indicando que probablemente en este segmento de la 

fase fotoquímica de la fotosíntesis hubo un efecto asociado con la tolerancia a la 

deshidratación como el mantenimiento el balance de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

mencionado previamente. 

De forma similar a lo sucedido en el experimento uno de este capítulo, se observó tanto 

variabilidad en los parámetros de eficiencia fotosintética a nivel de la fase fotoquímica en 

respuesta a la inoculación con diferentes líneas monospóricas de HFMA, como variabilidad 

a lo largo del tiempo dentro del marco de medición de esta investigación, lo cual es 

especialmente interesante en la medida de que el análisis de estos experimentos 

factoriales permitió ver el efecto principal de la inoculación (y su patrón de variabilidad) a 

pesar de que el factor estrés (hídrico o por Cd) fuera diferente en cada experimento.  

El índice compuesto de tolerancia (IT) sin considerar los parámetros de fluorescencia 

señaló a las líneas X38 y C3 como las de mayor y menor desempeño, respectivamente. 

Estas dos líneas 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 cálculo, 

son coincidentes con la mayoría de parámetros de eficiencia fotosintética a nivel de las 

reacciones fotoquímicas 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 colonización de raíces, lo que sugiere 

un efecto funcional independiente del porcentaje de colonización. Ceballos et al. (2013) 

tampoco encontró una relación significativa entre el porcentaje de colonización de raíces y 

la funcionalidad de los HFMA inoculados en condiciones de campo.   
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Al considerar los parámetros de fluorescencia de la semana 10 DT dentro del cálculo del 

ITmp, tanto en el experimento 1 como en el experimento 2, se observó que la línea 

monospórica de hongo FMA C2, tuvo el mejor desempeño. 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 fisiológica de las plantas de cacao inoculadas con líneas 

monospóricas contrastantes de Rhizophagus irregularis frente al estrés por Cd en 

condiciones de déficit hídrico se caracterizó por los efectos negativos en la 

acumulación de biomasa, por la translocación de Cd en plantas de cacao de forma 

dependiente a su concentración en el sustrato y por el aparente efecto de la línea 

monospórica X38 sobre la ´clorofila y la permeabilidad de membrana. 

 

Dentro de las funciones del agua en la planta, la estructural y la de donador de electrones 

para la fotosíntesis, son determinantes (Kirkham 2005). En este experimento, la función 

estructural, particularmente en lo concerniente al incremento del volumen celular o 

expansión celular pudo afectarse negativamente debido a la ausencia de agua resultando 

en la disminución del diámetro del tallo. Por su parte, la disminución en la producción de 

biomasa a nivel de tallo y raíz, estuvo principalmente asociada con el déficit hídrico 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 interacción 

de los estreses manejados bajo las condiciones descritas. 

El estado hídrico de las plantas solo disminuyó en los tratamientos que tenían restricción 

de riego, lo cual es consistente con la disminución de la conductancia estomática, que 

presentó un patrón similar. Esta disminución se constituye como una limitante estomática 

de la fotosíntesis, disminuyendo el ingreso de CO2 a los cloroplastos para su reducción en 

el ciclo de Calvin (Dalal and Tripathy 2018). El resultado de esta limitante es la restricción 

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

De forma similar al experimento uno de este capítulo, el Cd se acumuló más en la raíz o 

en la parte aérea dependiendo de la concentración del metal en el sustrato. De hecho, el 

valor de Etrsraíz en las plantas con adición de Cd o con estrés combinado, estuvo por debajo 
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de 1, mientras que, sin adición de Cd, lo estuvo por encima de 1. Esto indica una respuesta 

radicalmente diferente de la capacidad de translocación de Cd en la planta dependiendo 

de su concentración en el sustrato. Este efecto de la concentración de Cd en el sustrato 

sobre su dinámica en la planta de cacao ya había sido identificado en el experimento uno, 

pero en el presente experimento es aún más notorio, probablemente porque la 

concentración de Cd disponible es mayor a razón de que fue adicionado al sustrato con la 

planta sembrada en él. 

El efecto de la inoculación con las líneas contrastantes de HFMA fue coherente con lo 

hallado en los experimentos 1 y 2 a nivel de parámetros asociados con la bioquímica de la 

planta. Las plantas inoculadas con la línea monospórica X38, tuvieron un mayor índice de 

clorofilas, lo que pudo ser resultado de un incremento en la síntesis de clorofilas o a una 

disminución en la tasa de degradación (Yooyongwech et al. 2016). El patrón opuesto se 

encontró en la permeabilidad de las membranas de tejido foliar. La menor permeabilidad 

se encuentra en las plantas inoculadas con X38. Esto indica que X38 podría estimular el 

sistema antioxidante y así contribuir a un mejor desempeño fotosintético. A raíz de que 

estas diferencias solamente fueron significativas en ausencia de estrés, y de que X38 y C3 

indujeron respuestas contrastantes frente a dos estreses de forma independiente 

(experimentos 1 y 2 de este capítulo), es importante, para futuros experimentos, analizar 

la dinámica tempo-espacial del Cd en el sistema sustrato-hongo-planta para comprender 

las bases fisiológicas que sustentan la funcionalidad de estas dos líneas contrastantes 

promisorias para estudios de genómica funcional y así, entender las características 

susceptibles de análisis para futuros estudios de señal filogenética dirigidos a programas 

de mejoramiento genético, posteriores. 

6.4 Conclusiones 

La acumulación de biomasa de diferentes órganos de las plantas de cacao en respuesta 

al Cd, es diferente y particularmente las hojas tienden a acumular menos biomasa que los 

otros órganos de la planta. A pesar de la variabilidad funcional de las líneas de HFMA en 

la promoción de crecimiento de hojas en condiciones de no estrés, no hay evidencia de 

esta variabilidad en condiciones de estrés por Cd. 

La concentración de Cd en el sustrato y la identidad de la línea monospórica de HFMA 

inoculante, modularon su absorción, translocación y concentración en plantas de cacao. Al 

incrementarse la concentración de Cd, se incrementa la eficiencia en su absorción, pero 
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se disminuye la eficiencia de su translocación a la parte aérea. Esto sucedió en estrés por 

Cd o en estrés combinado. Por su parte, la inoculación con diferentes líneas monospóricas 

de HFMA tiende aumentar la concentración de Cd en la raíz en diferente magnitud según 

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

El desempeño de la fotosíntesis, en la fase fotoquímica, de plantas de cacao depende del 

Cd, de la inoculación con diferentes líneas monospóricas de HFMA y del tiempo de 

exposición a Cd. La disminución del desempeño fotosintético frente al estrés por Cd 

sucedió inicialmente a nivel de la reducción del NADPH+ para luego extenderse a todo el 

flujo energético en la fase fotoquímica. En respuesta a la inoculación, particularmente, la 

línea monospórica C3 indujo una respuesta diferente (menor) en el desempeño 

fotoquímico de plantas de cacao sometidas a Cd con respecto a otras líneas monospóricas. 

El déficit hídrico pero no la inoculación con líneas monospóricas de HFMA diferentes, 

indujo una disminución del crecimiento general de la planta de cacao. No obstante, la 

arquitectura de la raíz, representado en la LER si cambió, particularmente en respuesta a 

la inoculación con la línea Z25 sugiriendo efectos que el efecto puede estar dirigido hacia 

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

El desempeño de la fotosíntesis, en la fase fotoquímica, de plantas de cacao depende del 

déficit hídrico y de la inoculación con diferentes líneas monospóricas de HFMA. Así, el 

déficit hídrico disminuye el desempeño fotosintético en general y de forma similar a lo 

sucedido en plantas de cacao sometidas a Cd, adicionalmente esta respuesta varía a lo 

largo del tiempo. 

El déficit hídrico, pero no el Cd tuvieron efectos negativos en la acumulación de biomasa 

bajo las condiciones evaluadas debido aparentemente a limitaciones estomáticas de la 

fotosíntesis. Nos obstante, para futuros estudios se deben analizar las posibles 

limitaciones estomáticas de la fotosíntesis. 

Las líneas X38 y C3 indujeron el mayor y menor desempeño, respectivamente tanto en la 

respuesta de las plantas de cacao al estrés por déficit hídrico, como en la de Cd (en 

experimentos independientes), resultado que coincidió con los obtenidos a partir de la 

fluorescencia de la clorofila a. De forma consistente, la línea monospórica X38 parece ser 

la línea 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 Información suplementaria 

 

Table S 6.1. Análisis químico y físico del sustrato. 
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Figura S 6.1. Curva de tensión de humedad del sustrato utilizado en los ensayos de este 
capítulo. 

 

 

 

 

 

 

CO N Ca K Mg Na Al CICE P S Cu Fe Mn Zn B Ar L A

4,92 1,3 0,1 1,13 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

Textura
mg/kg %

pH
% meq / 100g
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Table S 6.2. Índice de tolerancia compuesta frente al Cd de plantas inoculadas con 
diferentes líneas monospóricas  de HFMA, considerando parámetros de fluorescencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Línea A B C D E F G H I J K L M N O P Q R S T U V W X Y Z AA AB AC Índice (Promedio)

A1 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

C2 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

Z15 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 inoculación 1,00 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

A : Fv/Fo

B : phi(Po)

C : psi(Eo)

D : phi(Eo)

E : delta(Ro)

F : phi(Ro)

G : PI abs

H : PI total

I : LER

J :  Cdt. (mg/Kg)

K :  Cdd. (mg/Kg)

L :  Root Cd (mg/Kg)

M :  Shoot Cd (mg/kg)

N :  Extracción de Cd -Raíz (mg)

O :  Extracción de Cd -PA (mg)

P :  Extracción de Cd -Total (mg)

Q :  Concentración de Cd en Total (mg/Kg)

R :  Eabs

S : Etrs.(PA/tot)

T : Etrs.(PA/Raiz)

U :  FCB (Cdt)

V :  FCB (Cdd)

W :  Long. Raíz

X :  PS Raíz

Y :  PS Tallo

Z :  PS Hojas

AA : PSTot

AB : PSPA

AC : Raíz/PA
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Table S 6.3. Índice de tolerancia compuesta frente al Cd de plantas inoculadas con 
diferentes líneas monospóricas  de HFMA, considerando parámetros de fluorescencia. 

 

 

  

Líneas A B C D E F G H I J K L M N O P Q Índice (Promedio

A1 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 inoculación 0,61 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

A : Fv/Fo

B : phi(Po)

C : psi(Eo)

D : phi(Eo)

E : delta(Ro)

F : phi(Ro)

G : PI abs

H : PI total

I : LER

J : Pot. Hídrico

K :  Long. Raíz

L :  PS Raíz

M :  PS Tallo

N :  PS Hojas

O : PSTot

P : PSPA

Q : Raíz/PA
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7. Conclusiones y recomendaciones 

 

7.1 Conclusiones 

Las plantas de cacao tienen una alta susceptibilidad al estrés por déficit hídrico, lo cual es 

evidente a partir de las evidencias obtenidas con respecto a las limitaciones estomáticas 

de la fotosíntesis, a limitaciones no estomáticas de la fotosíntesis, a la modificación del 

estatus nutricional, y a algunas características morfológicas y de crecimiento.  

La absorción de Cd por parte de las plantas de cacao, se modifica con la concentración de 

este metal en el sustrato. Generalmente, hay una mayor absorción, pero menor 

translocación en presencia de concentraciones elevadas de Cd. De igual forma, la 

concentración de Cd en el sustrato determinó claramente las respuestas de las plantas de 

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

El ecotipo 009 del hongo FMA R. irregularis (Glomygel®), no modificó la respuesta de las 

plantas de cacao frente al estrés por déficit hídrico e incrementó la absorción de Cd cuando 

este se encontraba en el sustrato. Sin embargo, cuando las plantas se inocularon con 

líneas monospóricas genéticamente diferentes, sus respuestas fisiológicas variaron de 

acuerdo a algunos de los parámetros evaluados. 

De forma interesante, la identidad de las líneas monospóricas que indujeron las respuestas 

más y menos favorables de las plantas a estrés por déficit hídrico y por Cd, 

respectivamente, fue la misma. En este contexto, particularmente la línea monospórica 

X38 parece contribuir al mantenimiento de la integridad de las membranas aun cuando 

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

Esta investigación 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 dinámica de los factores ambientales asociados a la 

respuesta funcional de la inoculación, incluyendo los factores bióticos y abióticos del 

sistema en estudio. Consecuentemente, es muy recomendable generar líneas de estudio 

en HFMA que consideren la variabilidad ambiental más allá 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 líneas 

monospóricas de R. irregularis. En consecuencia, con base en la información obtenida en 

este estudio, es recomendable realizar análisis de una mayor cantidad de líneas 

monospóricas evaluando parámetros apropiados para el desempeño 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 recomendación no solamente aplica para plantas de cacao sino también para otros 

genotipos de esta y otras especies de plantas, así como también para otras líneas 

monospóricas aún no analizadas. Así, 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 realizó el estudio, no permitieron la utilización de equipos de 

mayor tecnología lo que no permitió una mayor comprensión de la respuesta de las plantas 

inoculadas con diferentes líneas monospóricas, particularmente a nivel de fotosíntesis o 

de daño oxidativo. Así, la recomendación es analizar los genotipos contrastantes 

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

En el planteamiento de los experimentos de este estudio, se consideró la optimización de 

los recursos y la eficiencia en la obtención de información en atención a la necesidad de 

adicionar Cd al sustrato lo que supone un impacto ambiental. Si bien, se tomaron las 

precauciones para evitar la contaminación innecesaria de sustrato y para seguir los 
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conductos de descontaminación del mismo, futuros experimentos podrían utilizar suelo 

conocido de zonas contaminadas y con base en la información 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 asociación rasgo-marcador basados en información 

genómica y fenómica que de lo HFMA y su interacción con plantas hospederas se está 

obteniendo. 
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8. ANEXOS 

 

 

A. ANEXO: Artículo científico de investigación 

realizado en el marco de esta investigación. 

 

Fernández, J. C., W. Bohórquez, and A. Rodríguez. 2016. Dinámica nutricional del 

cacao bajo diferentes tratamientos de fertilización con N , P y K en vivero Cocoa 

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

Rev. Colomb. Ciencias Hortícolas. 10(2):367–380. 
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B. ANEXO: Artículo científico de revisión realizado en 

el marco de esta investigación. 

 

Fernández-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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C. ANEXO: Certificación y presentación de resultados 

obtenidos durante la pasantía doctoral en el Instituto 

de Botánica de la Académica Checa de Ciencias. 

 

Explorando la varibilidad genética del hongo formador de micorrizas arbusculares 

Rhizophagus irregularis en Medicago truncatula bajo condiciones de invernadero 
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