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ARTICULO CIENTIiFICO

Symbiotic asociation of arbuscular mycorrhizal
fungi and the root system of cocoa (Theobroma
cacao L.) seedlings: effect of formononetin and

phosphorus availability at soil level

ABSTRACT

The symbiosis established between cacao plants and arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) adds nutritional and competitive benefits
for the plant, especially in conditions with a low availability of
nutrients. We evaluated three levels of phosphorus (5, 20 and 40
ppm) and the presence or absence of isoflavone formononetin. A
Phosphorus level of 14 ppm, without isoflavone or inoculation was
the control. All treatments were inoculated with HFMA with the
exception of the control. A completely randomized design was used.
The morphological characters of the plant at 70, 110 and 150 days
after inoculation were determined. The results showed no difference
in the response to the morphological characters of the plant with
the varied availability of isoflavone during the three sampling.

The root length showed significant differences in the different
sampling times (70, 110 and 150 days of inoculation), this response
being dependent on the availability of P and plant-mycorrhizal
interactions. The number of spores demonstrated differences
between the samples of 110 and 150 days of inoculation in the
presence and absence of isoflavone, suggesting an early stimulation
in the establishment of the symbiotic relationship of formononetin
in the process of germination and formation of fungal structures.

Keywords: formononetina isoflavonoid,
inoculum, architectural character.
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Asociacion simbiética entre

hongos micorrizicos arbusculares

y el sistema radicular de plantulas
de cacao (Theobroma cacao L.):
efecto de la formononetina y la
disponibilidad de fésforo en el suelo

Guillermo Andrés Cuadros G., Raul Gomez S.2,
Nelson Facundo Rodriguez L.

RESUMEN

La simbiosis entre plantas de cacao y hongos micorrizicos arbusculares
(HFMA) confiere beneficios nutricionales y competitivos a la planta,
especialmente en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes. Se
evaluo tres niveles de fésforo (5, 20 y 40 ppm) y la presencia o ausencia
de isoflavonoide formononetina. El nivel 14 ppm de P sin el isoflavo-
noide fue el tratamiento testigo. Todos los tratamientos fueron ino-
culados con HFMA a excepcion del tratamiento control. Se utilizé un
disefio completamente al azar y se determinaron caracteres morfologi-
cos de la planta a los 70, 110 y 150 dias después de la inoculaciéon. Los
resultados no mostraron respuesta diferencial a los caracteres morfold-
gicos de la planta por la disponibilidad del isoflavonoide durante los
tres muestreos. La longitud radicular presento diferencias significativas
en los muestreo (70, 110 y 150 dias de inoculacién), siendo esta res-
puesta dependiente de la disponibilidad de P y la interaccién planta-
micorriza. El nimero de esporas mostré diferencias entre los muestreos
de 110 y 150 dias de inoculacion en presencia y ausencia del isoflavo-
noide, sugiriendo una rapida estimulacién en el establecimiento de la
relacién simbidtica por la formononetina en el proceso de germinacion
y formacioén de estructuras fingicas.

Palabras clave: isoflavonoide formononetina, indculo, caracteres arqui-
tecturales.

INTRODUCCION

Las micorrizas arbusculares son asociaciones del tipo
mutualistas entre plantas y una gran variedad de hongos
(Cuenca et al., 2007; Lambers et al., 2008). Una de las for-
mas de asociacion simbidtica mutualista, es la establecida
entre las raices de las plantas y hongos formadores de mi-
corrizas arbusculares (HFMA), esta asociacion confiere un
efecto benéfico en la planta, incrementando longevidad,
tamafio y biomasa de la raiz, caracteristicas que permi-
ten un aumento en la absorcion y retencion de nutrientes,
principalmente en habitat con baja disponibilidad de nu-
trientes o infértiles (Chapin, 1980); al mismo tiempo di-
cha asociacion desempefia un papel importante sobre las
caracteristicas fisicas del suelo, al incrementar la agrega-
cién de particulas y estabilidad del suelo (Khan, 2006). El
fésforo (P) es uno de los nutrientes limitantes en el suelo,
debido a su disponibilidad en forma inorganica y por pre-
sentar una baja tasa de movilidad entre los macro nutrien-
tes (Souchie ef al., 2006). La absorcion de P en plantas se
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realiza a través de iones diacido o monoacido del sustrato,
debido a la baja solubilidad de los compuestos fosfatados,
se presenta una tendencia de desplazamiento del equili-
brio hacia la fase sélida, por lo que la concentraciéon de
P en solucién en un tiempo especifico puede llegar a ser
muy baja (Rossi et al., 2006). Estas caracteristicas han per-
mitido el desarrollo en plantas de distintos mecanismos
fisiologicos (i.e., acumulacion de carbohidratos en la raiz)
y bioquimicos (i.e., exudados radiculares), para aumentar
la adquisicion de nutrientes, especialmente el P mediante
la formacién de la asociacién simbidtica con HFMA (Kra-
mer y Green, 2000).

La asociacion simbidtica planta-hongo se ve afectada
por una baja o elevada concentracion de P en el sustrato
(Douds et al., 1998) (Figura 1), presentandose una corre-
lacién inversamente proporcional entre el porcentaje de
colonizacion y la absorcion de fésforo, es decir, a medida
que se disminuye la concentracién de P disponible en el
sustrato, el porcentaje de colonizacién se incrementa (Sag-
gin-Junior y Siqueira, 1995). En plantas en donde la dispo-
nibilidad de P en el suelo es baja, exudados provenientes
de la raiz como el isoflavonoide formononetina estimulan
la germinacién de esporas, aumentado el crecimiento y
colonizacion de la raiz por HFMA (Nair et al., 1991; Koi-
de, 1991; Cornwell et al., 2001). La formononetina estimula
la colonizacién micorrizica, dicho estimulo resulta de la
formacion del mayor niimero de apresorios y/o de pun-
tos de entrada en la raiz (Da Silva-Junior y Siqueira, 1997).
Sin embargo, existe una amplia discusion acerca del papel
de los exudados radiculares como la formononetina, y de
como se regulan las sefiales para que la raiz suprima la
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Figura 1. Los factores que determinan la maxima respuesta a la
infeccion micorrizica son aquellos que determinan el déficit de fosforo.
El suministro de fésforo y la demanda de fdsforo determinan el déficit de
este elemento (Koide, 1991).

respuesta inicial de defensa dada al momento del contacto
con los HFMA vy se haga susceptible a estos, permitiendo
el ingreso del hongo a las células de la epidermis y de la
corteza (Scervino et al., 2005).

Theobroma cacao (Sterculiaceae), es una especie neotro-
pical, que posee una gran diversidad genética, con una
amplia capacidad de interaccién bioldgica por su capa-
cidad de establecer una simbiosis obligada (facultativa)
o de dependencia con HFMA. Estos hongos al ser inocu-
lados en etapa de vivero confieren a plantas de T. cacao
ventajas competitivas al momento de ser trasplantadas
en suelos con bajos aportes de nutrientes (Azizah-Chu-
lan y Martin, 1992). El fésforo es el principal elemento
nutricional limitante en el crecimiento en plantas de T.
cacao, estableciendo que las respuestas a los fertilizantes
fosfatados es baja, cuando la disponibilidad de fosforo es
mayor a 5 ppm, con una tendencia a incrementar la tasa
de crecimiento relativo bajo concentraciones mayores o
iguales a 15 ppm. (Uribe et al., 1998). En la actualidad, en
Colombia el cultivo de T. cacao se realiza en suelos con
diferentes caracteristicas bioldgicas y fisico-quimicas; sin
embargo, las investigaciones acerca de los procesos de
asociacion simbiotica y aplicaciones de isoflavonoides
en diversos clones (i.e., materiales genéticos) y HFMA ha
sido escasas, a pesar de los beneficios que se le atribuyen
a esta asociacion. Por lo tanto, el presente trabajo eva-
luo si la aplicacion del isoflavonoide formononetina bajo
tres concentraciones distintas de fosforo disponible en el
sustrato, favorece la simbiosis micorrizica arbuscular y el
crecimiento de Theobroma cacao en condiciones de vivero.

METODOLOGIA

La investigacion se realizé en la biofabrica de la Estacion
Experimental La Suiza (Santander, Colombia), pertene-
ciente a Corpoica, localizada en el municipio de Rionegro
a 07°22" 173” N, y 73°10" 551” W, altitud de 500 msnm,
con temperatura anual promedio de 27°C, precipitacién
anual de 2.000 mm, y humedad relativa del 78%. Se uti-
liz6 como sustrato de crecimiento, una mezcla de tierra y
arena, en proporcion 3:1, respectivamente. El analisis de
suelo inicial presentd como resultado un sustrato con tex-
tura franco arenosa (Bouyucos), pH de 7,6 (agua, 1:1, V/V),
materia organica 0,40% (Walkley y Black), P 5 ppm (Bray
II), Ca, Mg, Na y K, 7,9, 1,5, 0,13 y 0,24 meq, respectiva-
mente, (acetato de amonio) y Al 0 meq (KCI). El sustrato
se esterilizo por 7 dias con Basamid®G.R. (60 g m?), y pos-
teriormente fue transferido a bolsas de polietileno negras
de 3 kg de capacidad.

La propagacion se realiz6 por medio de semillas del mate-

rial genético para patrén de T. cacao IMC-67 suministradas
por la Estaciéon Experimental La Suiza (Corpoica).
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Las semillas fueron lavadas, desinfectadas y pregermina-
das por 3 dias en ambiente himedo para posteriormente
sembrar una semilla por bolsa. El material vegetal fue pro-
pagado en condiciones de vivero bajo polisombra del 70%
de reduccion de la radiacion solar.

Las variables experimentales o independientes la consti-
tuyeron los niveles de fésforo y la ausencia o presencia de
isoflavonoides, para conformar siete tratamientos como
aparecen en la Tabla 1. Los tratamientos se ubicaron si-
guiendo el disefio experimental completamente al azar.

Se utilizé un indculo de micorriza, compuesto de suelo
con fragmentos de raices, hifas y esporas. Se adicionaron
20 g de indculo con aislamientos nativos (32 esporas/g de
sustrato) alrededor de cada una de las semillas en el mo-
mento de la siembra; todos los tratamientos fueron inocu-
lados, excepto el tratamiento control o sea la aplicacion de
un nivel de fésforo de 14 ppm como Optimo segiin Mejia
(2000).

Las especies de HFMA indculas estuvo comprendida por:

Glomus aggqregatum Shenck & Smith emend. Koske
Glomus clarum Nicol. & Schenck

Glomus etunicatum Becker & Gerd.

Glomus geosporum (Nicol. & Gerd.) Walker

Glomus rubiformis (Gerd. & Trappe) Almeida & Schenck
Glomus sp. 1 Tulasne & Tulasne

Glomus sp. 2 Tulasne & Tulasne

Glomus sp. 3 Tulasne & Tulasne

Glomus sp. 4 Tulasne & Tulasne

Acaulospora mellea Spain & Schenck

Acaulospora morrowiae Spain & Schenck
Acaulospora scrobiculata Trappe

Acaulospora sp. 1 Gerd. & Trappe emend. Berch
Acaulospora sp. 2 Gerd. & Trappe emend. Berch
Acaulospora sp. 3 Gerd. & Trappe emend. Berch
Acaulospora sp. 4 Gerd. & Trappe emend. Berch
Paraglomus occultum (Walker) Morton & Redecker

Los niveles de fosforo evaluados fueron dptimo (14 ppm),
medio (20 ppm) bajo (5 ppm) y alto (40 ppm). Cada tra-
tamiento fue irrigado de SFT en solucion (500 mL) cada 3
dias. En los tratamientos con presencia de la aplicacion de
isoflavonoide formononetina, se realizaron dos aplicacio-
nes en solucion de 150 mL del isoflavonoide formononeti-
na (Myconate)' a los 30 y 45 dias posteriores a la fecha de

' El Myconate (VAMTech.* L.L.C., Lansing, MI, USA) es una forma soluble del
isoflavonoide formononetina (7-Hidroxi 4-Metoxi-isoflavona), inoculada para el
ambiente.
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Tabla 1. Tratamientos utilizados. Inéculo nativo de HMA (IN), variables
de disponibilidad de fosforo en partes por millén (ppm) y presencia o
ausencia de isoflavonoide formononetina (F).

Disponibilidad de P (ppm) Inéculo nativo (IN) Formononetina (F)

Control (14) Ausente Ausente
Bajo (5) Presente Presente
Bajo (5) Presente Ausente

Medio (20) Presente Presente

Medio (20) Presente Ausente
Alto (40) Presente Presente
Alto (40) Presente Ausente

siembra por unidad experimental. La solucién fue prepa-
rada con una concentracion de 50 mg, la cual fue disuelta
en un volumen de metanol igual al 1% del volumen final y
posteriormente diluida en agua destilada.

El material vegetal fue distribuido aleatoriamente en 7
tratamientos (Tabla 1), con dos factores de variacion, la
disponibilidad de P en el suelo y la ausencia o presencia
de aplicacion de isoflavonoide formononetina. Cada tra-
tamiento se conformo con 40 unidades experimentales,
para un total de 280 plantas. Se realizaron tres muestreos
destructivos, con intervalos de 40 dias, a los 70, 110 y 150
dias posteriores a la siembra. A partir de los muestreos
realizados, fueron separados los distintos érganos de la
planta, (hojas, tallo y raiz) y secados durante 72 horas a
una temperatura constante de 80°C, para obtener los di-
ferentes valores de masa seca en cada uno de los érganos
de la planta.

Para determinar el porcentaje de colonizacién micorrizi-
ca se tomo una muestra fresca de raiz de cada una de las
unidades experimentales en cada tratamiento, la cual fue
clarificada en KOH al 10% y coloreada con azul de tripan
0,05%, segin la metodologia de Phillips y Hayman (1970).
Las observaciones microscopicas se realizaron en 10 seg-
mentos de raiz, con longitud de 1 cm y menores a 3 mm de
diametro, observando 10 campos por segmentos, para el
reconocimiento de estructuras, hifas, esporas, arbuisculos
y vesiculas.

El porcentaje de colonizacion se calculé a partir del nu-
mero de campos positivos (presencia de hifas, esporas,
arbusculos y vesiculas), sobre el nimero de campos visua-
les totales multiplicados por 100 (Azizah-Chulan y Ragu,
1986). Para determinar el nimero de esporas se tomaron
10 g de sustrato en contacto directo con la raiz de cada
unidad experimental por tratamiento, aislando las esporas
de cada una de las muestra mediante la metodologia de
tamizado (500 p y 38 u) y centrifugacion con sacarosa de
Gerdemann y Nicolson (1963). La cuantificacion del na-
mero de esporas se realiz6 utilizando un estereoscopio.
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Tabla 2. Diferencias estadisticas segtin ANAVA para parametros de crecimiento y produccion de biomasa en los tratamientos con aplicacion de

isoflavonoide formononetina.

Dlas después de AP R NH FMH FMT FMR  Colonizacion  BTs Esporas
70 3 069NS  1468***  090NS  856***  641°*  424*  8421**  137TNS  087NS
110 3 645  506%**  146NS  549**  126NS  248NS 14576 ***  044NS 314
150 3 335%%  1944***  483**  462**  725%* 1863  2245%**  132NS 1178 ***

Altura apical (AP), nimero de hojas (NH), longitud de la raiz (LR), la fraccion masa de las hojas (FMH), fraccion masa de los tallos (FMT), fraccion masa de la raiz (FMRY), biomasa total seca (BTs).
Diferencias altamente significativas*** (P<0,01), Diferencias significativas** (P<0,05), Diferencias no significativas (NS).

Tabla 3. Diferencias estadisticas segin ANAVA para parametros de crecimiento y de produccion de biomasa en los tratamientos sin aplicacion de

isoflavonoide formononetina.

Dias después de

la siembra gl AP LR NH FMH FMT FMR Colonizacion BTs Esporas
70 3 6,75 %~ 6,26 ** 2,80 NS 6,81 " 8,84 ** 5,87 ** 104,67 **~ 2,42 NS 1,19 NS
110 3 4,69 ** 9,23 *** 1,75 NS 5,87 ** 1,95 NS 3,21~ 12,80 **~ 0,60 NS 2,37 NS
150 3 7,437 34,01 7~ 6,64 =~ 3,98 ** 6,62 ** 71,69 =~ 14,27 *** 0,90 NS 21,78 ***

Altura apical (AP), nimero de hojas (NH), longitud de la raiz (LR), la fraccién masa de las hojas (FMH), fraccion masa de los tallos (FMT), fraccion masa de la raiz (FMR), biomasa total seca (BTs).
Diferencias altamente significativas*** (P<0,01), Diferencias significativas** (P<0,05), Diferencias no significativas (NS).

Mediciones morfologicas de asignacion de biomasa

Durante los muestreos realizados se cuantificaron carac-
teres morfoldgicos y de asignacion de biomasa. Entre los
caracteres morfoldgicos cuantificados estan, altura apical
(AP), niimero de hojas (NH), longitud de la raiz (LR), por-
centaje de colonizacién y nimero de esporas. A partir de
los datos de masa seca en cada uno de los diferentes 6rga-
nos de la planta se cuantificd, la fracciéon masa de las hojas
(FMH), fraccion masa de los tallos (FMT), fraccion masa
de la raiz (FMR) y biomasa total seca (BTs).

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) para caracte-
res morfoldgicos y de asignacion de biomasa en cada uno
de los diferentes tratamientos, para observar las diferentes
respuestas en funcion de la disponibilidad de fésforo (P)
en presencia o ausencia de la aplicacion del isoflavonoide
formononetina. Un efecto significativo para el factor tra-
tamiento indica una respuesta diferencial a la disponibi-
lidad de fésforo en el suelo en presencia o ausencia de la
aplicacion de isoflavonoide. Para los caracteres de asigna-
cién de biomasa, fue necesario realizar una transforma-
cién a logaritmo natural (Ln) y Ln + 1, para cumplir la las
condiciones de normalidad y homogeneidad de varianza.
Los andlisis por épocas de muestreos y aplicacion de iso-
flavonoide se realizaron por separado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteres morfologicos (arquitecturales
y longitud de la raiz)

Los caracteres asociados a la captacion de luz como, AP y
FMH muestran diferencias significativas durante las tres
épocas de muestreo, sin aplicacion del isoflavonoide for-
mononetina (Tabla 4) y diferencias significativas para la
FMH durante los tres muestreos en los tratamientos con
aplicacion de formononetina (Tabla 3). Los caracteres NH,
FMT y AP no muestran diferencias significativas durante
las dos primeras épocas de muestreo, en ausencia y pre-
sencia de la aplicacion de formononetina. Estas tendencias
en ausencia y presencia de la aplicacién de formononetina
demuestran un comportamiento similar, soportado por el
analisis estadistico y la expresion de los diferentes carac-
teres a lo largo de los muestreos (Figuras 2 y 3); indicando
que dichos caracteres no responden de forma diferencial
a la aplicacién de formononetina (Vierheilig et al., 1996).
Segtin Mosse (1988) y Giovannetti et al. (1996) exudados
radiculares, como isoflavonoides, afectan de forma direc-
ta caracteres asociados a la raiz (i.e., porcentaje de coloni-
zacion). Los resultados observados para la LR muestran
diferencias significativas durante los diferentes puntos de
muestreo (Tablas 2 y 3). Esta respuesta es soportada tan-
to por el analisis estadistico como por su expresion du-
rante las tres distintas épocas de muestreo, manifestando
tendencias conservativas y una respuesta adaptativa a la
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disponibilidad de recursos (i.e., disponibilidad de fosforo)
e interaccion planta-micorriza y no una expresion diferen-
cial a la aplicacién del isoflavonoide formononetina (i.e.,
ausencia o presencia). Segtin Chapin (1980), un incremen-
to en la proporcion de raices permite una exploracion a
capas bajas del suelo, esta respuesta se traduce en un me-
jor desempeno en ambientes con baja disponibilidad de
nutrientes; esta misma tendencia ha sido reportada por
Koide (1991), quien argumenta que en condiciéon de baja
disponibilidad de fosforo existe una predisposicion a la
interaccion planta - HFMA que permite un incremento de
lalongitud de la raiz, respuesta que permite un mejor des-
empefio en suelos de baja fertilidad. Parametros como la
longitud, el diametro, area de superficie y la densidad de
vellosidades de la raiz, son importantes para aumentar los
nutrientes asimilados por la planta, por lo que las altera-
ciones morfoldgicas como consecuencia de la interaccion
raiz-hongo permiten una mayor ramificacion y elongacion
que constituyen un mecanismo adicional que permiten la
absorcién de fosforo (Miyasaka y Habte, 2001). Segtin Bo-
lan (1991), estas repuestas deben considerarse adaptativas,
ya que el incremento en la absorcidn de fésforo por plantas
micorrizadas se produce por mecanismos que permiten el
incremento en la exploracidn fisica del suelo, aumento en
la movilizaciéon del nutriente dentro de la hifa, incremento
en su almacenamiento, eficiencia en la transferencia hacia
las raices de la planta y utilizaciéon dentro de esta.

Caracteres de asignacion de biomasa
(biomasa total y fraccion masa de la raiz)

La biomasa total no presenta diferencias significativas
tanto para los tratamientos con aplicacion y sin aplicacion
de formononetina (Tablas 2 y 3). Estos resultados eviden-
cian la no relacion entre la biomasa total y la aplicacién
de formononetina, como también con la disponibilidad
de fosforo; lo que podria sugerir un efecto de dilucién de
este elemento en toda la planta, el cual es requerido para
aumentar la masa de la raiz (Gonzalez y Osorio, 2008).
Ademas, los carbohidratos demandados por los HFMA,
limitan la produccion de biomasa en la planta, ya que los
hongos requieren de carbohidratos para la formacién del
micelio, hifas y demas estructuras (Salamanca y Silva,
1998). El costo energético para mantener la relacion sim-
bidtica es alto e ineludible para la planta huésped (Brun-
drett, 2002).

La FMR durante las tres épocas de muestreo en los tra-
tamientos sin aplicacién de formononetina, presenta dife-
rencias significativas, contrario a los resultados obtenidos
con aplicaciéon de formononetina, donde en la segunda
época de muestreo no se presentan diferencias significa-
tivas (Tabla 2). Estos resultados al igual que los asocia-
dos con la longitud de la raiz demuestran una respuesta
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adaptativa a la disponibilidad de recursos e interaccién
planta-micorriza y no una expresion diferencial a la dis-
ponibilidad del isoflavonoide; en funciéon de la disponibi-
lidad de recursos, demuestran respuestas adaptativas a la
baja disponibilidad de P, con aplicacion o sin aplicacion
de formononetina. Este comportamiento sugiere una ma-
yor asignacion de biomasa hacia la raiz para una mejor ex-
ploracion radicular en busca de nutrientes (Chapin, 1980;
Gedroc et al., 1996; Coleman y McConnaughay, 1995). Di-
chas tendencias son coherentes con la teoria de particion
optima que establece una mayor asignacion de biomasa
a un dérgano especifico de la planta para la busqueda de
recursos (i.e., nutrientes, agua, luz) (Coleman y McConn-
aughay, 1995).

Porcentaje de colonizacion y nimero de esporas

El porcentaje de colonizaciéon mostré diferencias signi-
ficativas en las tres épocas de muestreo tanto para los
tratamientos con aplicacion y sin aplicaciéon de formono-
netina (Tablas 3 y 4). El comportamiento de estos resul-
tados muestra respuestas conservativas al igual que los
caracteres asociados con la raiz, soportados en el porcen-
taje de colonizaciéon ya que este responde en funcién a la
disponibilidad de recursos y no a la estimulacion del iso-
flavonoide. Para ambas condiciones, ausencia y presencia
en la aplicacion del isoflavonoide, durante las diferentes
épocas de muestreo, los porcentajes de colonizacion de-
muestran una mayor expresion en los tratamientos con
baja disponibilidad de fésforo (Figuras 1 y 3). Estos resul-
tados concuerdan con Azizah-Chulan y Ragu (1986), quie-
nes reportaron que en plantas de T. cacao, la aplicaciéon de
P afecta positivamente el desarrollo de HFMA en respues-
ta a la baja disponibilidad de P. Contrario a los resultados
en condiciones de alta disponibilidad de P, donde se ob-
servé una reduccién en el porcentaje de colonizacion.

Azizah-Chulan y Ragu, 1986, han postulado que en plantas
de T. cacao existe una dependencia a la simbiosis micorri-
zica, presentando una respuesta positiva a la inoculacion
con HFMA. Lo cual indicaria que la presencia o ausencia
de la aplicacion de isoflavonoide, en cada uno de los ni-
veles de disponibilidades de P, no afecta de forma directa
el porcentaje de colonizacién, pues la respuesta depende
en alta medida a los niveles de fésforo como se expuso
anteriormente (Figuras 2 y 3). Adicionalmente, Zandava-
1li et al. (2004), reportan que el porcentaje de colonizacion
micorrizica es controlado por el nivel de P en el tejido hos-
pedero, o la disponibilidad de fésforo en cada uno de los
organos de la planta, contrario a la alta disponibilidad de
P en el suelo donde el porcentaje de colonizacion en la raiz
por HEMA es bajo. Los niveles de fosforo en el suelo son
fundamentales desde el punto de vista nutricional, el ma-
yor beneficio que las plantas derivan de la micorriza en un
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Figura 2. Variables de crecimiento, produccion de biomasa, colonizacion micorrizica y formacion de esporas para los tratamientos con aplicacion de
isoflavonoide formononetina en las tres épocas de muestreo de plantulas de cacao. C: control, IN: indculo, F: isoflavonoide formononetina.

mayor crecimiento debido a un incremento en la absor-
cion de fésforo cuando este elemento es limitante, hasta
el punto que la excrecion de Isoflavonoides es estimulada
por los niveles bajos de fosforo en el suelo. Teniendo la
mayor parte de los suelos tropicales poca disponibilidad
de fosforo para las plantas, la utilidad de las micorrizas
en estas condiciones es obvia, y cuando el fésforo no es
limitante, el beneficio puede ser nulo o reducido. En base a

esta condicion una posible estrategia de la planta es redu-
cir el intercambio de carbono o de fotoasimilados hacia el
hongo bajo condiciones de alta disponibilidad de P (Gon-
zalez y Osorio, 2008).

El niimero de esporas observadas durante los diferentes

tratamientos en las épocas de muestreo, presenta diferen-
cias significativas para los dias 110 y 150 en presencia y
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Figura 3. Variables de crecimiento, produccion de biomasa y colonizacion micorrizica para los tratamientos sin aplicacion de isoflavonoide
formononetina en las tres épocas de muestreo de plantulas de cacao. C: control, IN: indculo.

ausencia del isoflavonoide, contrario a los resultados ob-
servados en el dia 70 que demuestra ausencia de signifi-
cancia en ambos tratamientos en funcién a la aplicacion
del isoflavonoide (Tablas 2 y 3).

Estos resultados segtin Lambers et al. (2008) y Scervino et

al. (2005), sugieren que la formononetina puede estimular
un mayor proceso de esporulacion en etapas tempranas
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de la interaccion planta-HFMA, respuesta que estaria aso-
ciada a una supresion en la defensa inicial desplegada por
la planta. Este resultado estaria soportado en las diferen-
cias significativas observadas para el segundo muestreo
en presencia de la aplicacion del isoflavonoide (dia 110)
para el caracter nimero de esporas, y que sugiere una
condicion optima para la germinacion del hongo duran-
te un corto periodo de tiempo; contrario a los resultados
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observados en ausencia de la aplicacion del isoflavonoide,
el cual no ejerce un efecto significativo hasta el dia 150, lo
que podria demostrar una mayor respuesta de defensa al
proceso de colonizacion por parte de la planta. Con base
a esto, el isoflavonoide formononetina puede llegar a esti-
mular el proceso de germinacion para una rapida interac-
cién raiz-micorriza; sin dejar de lado que estas respuestas
para estos caracteres responden de forma funcional a la
disponibilidad de nutrientes en el suelo (Koide, 1991) (Fi-
gura 1).

Los tratamientos con aplicacion de formononetina y ma-
yor disponibilidad de fésforo (media y alta) presentaron
un mayor numero de esporas (Figura 2); segun Guerrero
(1996), un posible déficit en el suministro de agua puede
crear una situacion adversa, estimulando la produccién
de esporas durante la época seca, conduciendo esto a la
adaptacion de los HFMA a esa condicion de estrés hidrico.
Al mismo tiempo, también se ha reportado que una alta
esporulacion es una respuesta de los HFMA a condicio-
nes climéticas adversas y la disponibilidad de nutrientes.
Debido a esta discrepancia, se menciona que no existe un
estimulo y condicién tinica para la produccion de esporas,
especialmente en plantas asociadas a sistemas tropicales y
que presentan un crecimiento asiduo del sistema radicular
(Sieverding, 1991).

CONCLUSION

Los resultados de la investigacién no mostraron una
evidencia solida que soporte una mejora en el proceso

de inoculacién micorrizica, establecimiento de la
simbiosis, desarrollo de caracteres morfologicos y de
asignacion de biomasa. Todas las repuestas observadas
en funcidn de la aplicacion del isoflavonoide formonone-
tina y la interaccion planta-HFMA, son claras respuesta
funcionales a la disponibilidad de un recurso particular,
en este caso el fésforo, debido a respuestas similares o
conservativas en ausencia o presencia de la aplicacion
de formononetina. Los comportamientos observados en
las dos condiciones son estrategias ecofisiologicas adap-
tativas en especies vegetales con interacciones fungicas
mutualistas. Adicionalmente se esperaba que el isofla-
vonoide formononetina estimulara un rapido proceso
de colonizacidn, esporulaciéon y un mayor proceso infec-
tivo en la planta, el cual permitiria ventajas en la adqui-
sicion de recursos y un efecto directo sobre el desarrollo
de caracteres morfolégicos, de asignacién de biomasa
y principalmente los asociados a la raiz; sin embargo
los resultados encontrados demuestran respuestas aso-
ciadas a la disponibilidad del recurso y la interaccion
planta-HFMA y no un efecto directo por la aplicacion
del isoflavonoide formononetina.
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