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UNA ALTA DIVERSIDAD DE HONGOS MIC;ORRI'ZICOS
ARBUSCULARES INFLUYE EN LA ABSORCION DE CADMIO
Y CRECIMIENTO VEGETATIVO DEL CACAO

Geomar Vallejos-Torres'?, Rubén Ruiz-Valles!, César E. Chappa-Santa Maria?,
Nery Gaona-Jiménez! y César Marin®

RESUMEN

El cadmio (Cd) en el suelo es un problema en las plantaciones de cacao en el Perl. El objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto de la diversidad de hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) provenientes de diferentes provincias de la
Amazonia peruana en la absorcioén de cadmio y en el crecimiento vegetativo del cacao en condiciones de vivero. Se inocularon
semillas germinadas con diferentes especies de HMA, a razén de 1500 esporas, en sustratos constituidos por un
volumen de arena media y dos volimenes de tierra agricola, con adicién de dos niveles de Cd (0 y 5 mg-kg?). Se evaluaron la
altura de planta y area foliar, colonizacion y micelio de HMA; asimismo, se cuantificd el metal en el suelo y en los tallos de los
plantones de cacao. Se emple6 un disefio completamente al azar con arreglo bifactorial con ocho tratamientos y ocho réplicas por
tratamiento, analizado mediante ANOVA y prueba de medias de Tukey. Los resultados indicaron que las especies de HMA del
consorcio de la provincia Mariscal Caceres, promovieron una mayor altura de planta y &rea foliar, mientras que las especies del
consorcio de Lamas, presentaron mayor reduccion de Cd en suelo y tallos. Por lo tanto, la diversidad de especies de HMA
asociadas a plantas de cacao podria considerarse una herramienta potencial para inmovilizar el Cd y mejorar el crecimiento en
plantas de cacao.
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ABSTRACT

High genetic diversity in arbuscular mycorrhizal fungi influences cadmium uptake and growth of cocoa plants

Soil cadmium (Cd) represents a problem in cocoa farms in Peru. The objective of this study was to evaluate the effect of the
diversity of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) from different provinces of the Peruvian Amazon on cadmium uptake and cacao
plant growth under nursery conditions. Germinated seeds were inoculated with different AMF species, at a rate of 1,500 spores, in
substrates conformed by 1:2 sand and agricultural soil, with two levels of addition of Cd (0 and 5 mg-kg). The height of the plant
and leaf area, and colonization and mycelium of AMF were evaluated; likewise, Cd levels were quantified in the soil and the
stems of the cocoa seedlings. A completely randomized design with a bifactorial arrangement was used with eight treatments and
eight replications per treatment, which were compared by ANOVA and mean separation by Tukey's test. The results
indicate that the AMF species from the Mariscal Caceres province consortium promoted greater plant height and leaf area, while
the species from the Lamas consortium presented a greater reduction of cadmium in soil and stems. Therefore, the diversity of
AMF species associated with cocoa plants could be considered a potential tool to immobilize Cd and improve growth in cocoa
plants.

Additional keywords: Biodiversity, mycorrhizae, phytoremediation, Theobroma

INTRODUCCION cultivos de mayor importancia econdmica en el
Perd, siendo la region amazoénica de San Martin la
El cacao (Theobroma cacao) es uno de los que presenta la mayor produccion, abarcando
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alrededor del 37,5 % en Peri (MINAGRI, 2019).
No obstante, existen reportes de la existencia de
elevados contenidos de Cd que podrian causar
problemas en el sector agricola (Florida et al.,
2019), cuando se ubica en raices, hojas, testa y
cotiledén (Oliva et al., 2020). Este metal también
se ha encontrado en las semillas de cacao (Barraza
et al., 2017), particularmente en el clon CCN-51
(Tantalean y Huauya), lo que podria limitar
significativamente su comercializacion (Aguirre et
al., 2021).

El cadmio puede bioacumularse y persistir sin
biodegradarse, siendo un precursor de diversos
canceres, estrés oxidativo e inflamacion y lesion
tisular en humanos (Londofio et al., 2016; Das y
Al-Naemi, 2019). Por ende, este elemento
constituye una preocupacion ambiental importante
debido a sus posibles implicaciones para la salud
humana (Scaccabarozzi et al., 2020), ya que los
productos de cacao de América del Sur en
particular, a menudo superan los limites
establecidos. Los factores que impulsan la
absorcion de Cd no estan suficientemente
estudiados (Zug et al., 2019) aun cuando existen
herramientas biotecnoldgicas que se podrian
aplicar para reducir los contenidos, tal es el caso
de la biorremediacion con microorganismos
(Oliva et al., 2020).

Los géneros flngicos  Aspergillus vy
Trichoderma muestran eficiencia en la biosorcion
de Cd (Guerra et al., 2014) al igual que los HMA,
gue cumplen un rol importante en la
bioacumulacidn y tolerancia de plantas (Yonggiang
et al., 2021). Asi, estos microorganismos se pueden
utilizar para eliminarlo de los suelos contaminados
(Han et al., 2021), pues realizan simbiosis con
mas del 80 % de las plantas vasculares,
incluyendo la mayoria de cultivos comerciales
(Wipf et al., 2019), reduciendo las concentraciones
de metales en los brotes y mejorando la tolerancia
en las plantas huésped (Huang et al., 2006). Las
estrategias de adsorcion e inmovilizacién de Cd
por hifas de HMA podrian ocurrir tanto en las
raices como en la micorrizésfera, incrementando
la resistencia de las plantas a dicho metal
(Janeeshma and Puthur, 2020).

Se han realizado pocos estudios sobre el efecto
de la diversidad de HMA en la inmovilizacion de
Cd en cacao peruano. En esta investigacion se
estudiaron los efectos de la diversidad de HMA
nativos extraido de fincas de T. cacao de la

Region de San Martin, Perd, incluyendo las
especies identificadas genéticamente, Glomus hoi,
Acaulospora sp., Glomus sp., Microkamienskia
sp., Claroideolomus etunicatum, y
Microkamienkia peruviana, sobre la absorcion de
Cd vy el crecimiento vegetal, con la finalidad de
facilitar datos base para la revelacion de los
mecanismos micorrizicos que mejoran la
biorremediacion de los cultivares.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El ensayo se llevd a cabo
en el vivero de la Universidad Catdlica Sedes
Sapientiae, provincia de Rioja, Region de San
Martin, Perd, entre marzo y diciembre de
2020. Geogréaficamente la provincia se encuentra
ubicada entre los paralelos 5°23°30” y 6°15°00”
de latitud sur y los meridianos 77°05°00” vy
77°45°55” longitud oeste, con una temperatura
media anual de 22,5 °C y precipitaciones anuales
gue oscilan entre los 1000 y 1400 mm.
Preparacion de medio de crecimiento y
aplicacion de dosis de cadmio. El experimento
tuvo dos niveles de adicién de Cd: 0 y 5 mg-kg?,
en base a cloruro (CdCl,) disuelto en agua, el que
se mezcld cuidadosamente con el medio de
crecimiento, correspondiente a sustrato basado en
1L de arenay 2 L de suelo agricola, colectado en
campo de textura franco arenoso y fertilidad baja.
El medio de crecimiento fue pesado en bolsas de
polipropileno transparente con dimensiones de
40x30x10 cm a razon de 3 kg por bolsa.
Posteriormente se adicion6 el Cd y el medio fue
secado a pleno sol; se realizaron cuatro removidas
cada 15 dias, durante dos meses para facilitar la
estabilizacion del contaminante.

Inoculacién con hongos micorrizicos
arbusculares a semillas germinadas. Las
semillas de cacao desinfectadas fueron sembradas
en arena esterilizada en autoclave (131 °C y 0,1
MPa por 2 horas). Al cabo de 7 dias éstas
germinaron 'y mostraron una emergencia
uniforme, mayor al 95 % en condiciones
controladas. Finalmente, las semillas germinadas
se extrajeron y se plantaron en cada macetero,
donde se adicionaron 1500 esporas de HMA, para
dar origen a la colonizacién en las raices de las
plantas (Vallejos et al, 2019). Los HMA
utilizados en este estudio estuvieron conformados
por tres consorcios y un testigo control (sin
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micorrizas). El de Rioja (denominacion por la
procedencia de la provincia en mencion) estuvo
constituido por las especies Glomus hoi y
Acaulospora sp.; el de Lamas por Glomus hoi,
Rhizoglomus sp., Diversispora aurantia, Yy
Acaulospora sp.; y el de Mariscal Caceres por
Glomus hoi, Glomus sp., Microkamienskia sp.,
Claroideolomus etunicatum, y Microkamienkia
peruviana.

Parametros de crecimiento de la planta de
cacao, micorrizacion y determinacion de la
concentracion de cadmio. A los 90 dias de
iniciado el ensayo se midié la altura de la planta
de cacao desde la base del tallo hasta el &pice. La
evaluacion del area foliar se realizd mediante un
muestreo destructivo colocando todas las hojas en
un sobre con una superficie oscura, donde fueron
fotografiadas (Del Aguila et al., 2018).

La tincion de las raices y de las estructuras
formadores de HMA se realiz6 mediante la
técnica propuesta por Phillips y Hayman (1970).
Posteriormente, se cuantifico la colonizacion
radical mediante la metodologia planteada por
Brundrett et al. (1984). Asimismo, se evaluo el
micelio extraradical a partir de la colecta de 10 g
de suelo, en tres sectores diferentes de cada
macetero.

Para la cuantificacion de la longitud de micelio
extraradical, las muestras dispuestas en las placas
Petri fueron observadas en un microscopio estéreo
a 45 X y con ayuda de un contometro se
cuantificaron las intersecciones hifa-linea. La
cantidad numérica obtenida se trasformo a
longitud de micelio por unidad de peso de suelo,
utilizando la formula propuesta por Newman
(1966). Las plantas de cacao fueron
cuidadosamente removidas de los maceteros de la
cual se recolectaron muestras de suelo de acuerdo
a los tratamientos para analisis fisicoquimico y
concentracion de Cd.

De cada planta se extrajeron tallos para la

determinacion del cadmio. También se determind
la concentracion de Cd en el suelo (EPA 3050B,
por flama (U.S. EPA, 1996) y tallos por digestidn
con HNOs; por espectroscopia de absorcion
atémica (Jinxiu et al., 2020).

Procesamiento y analisis de datos. Se utiliz6 un
disefio completamente al azar con arreglo factorial
de los tratamientos: cuatro consorcios de HMA x
2 niveles de CdCl,. Cada tratamiento tuvo ocho
repeticiones, para conformar un ensayo con un
total de 64 plantas de cacao.

Para analizar el efecto de los factores y su
interaccion, los datos fueron sometidos a un
andlisis de varianza y una prueba de comparacién
de medias de Tukey con una probabilidad de error
del 5 %. Todos los analisis fueron realizados
empleando el lenguaje de programacion R versién
4,0.2 using R Statistical Software (R Core Team,
2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

Altura y area foliar en plantas micorrizadas de
cacao con aplicacion de cadmio. ElI Cuadro 1
muestra que no existié interaccion entre los
efectos de la inoculacion con HMA y adicién de
CdCl; al suelo sobre la altura de la planta y el area
foliar. Sin embargo, tanto la altura como el area
foliar fueron afectados por los HMA y por el
cadmio de manera independiente (efectos
simples).

Con diferentes niveles de Cd del suelo con los
consorcios micorrizicos, la altura de la planta y el
area foliar aumentaron, dentro de determinados
limites, en comparacién con el tratamiento sin
aplicaciéon de HMA (Figura 1). Cuando no se
incorpord Cd en el suelo, la altura de la planta en
el tratamiento con HMA procedente de Mariscal
Céceres fue mayor que la de Sin HMA (control)
en un 11,54 %; del mismo modo, el &rea foliar fue
mayor en un 21,15 %.

Cuadro 1. Valores de Fy probabilidad (P) bidireccionales que examinan los efectos de la inoculacion de
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) e interaccion (HMA x Cd) sobre la altura y area

foliar de plantas de cacao (cm?)

Variable HMA Cd HMA x Cd
F P P F P
Altura de planta 389 0,0291 50,01 <0,0001 017 0,9165
Area foliar 10,45 0,0005 95,47 <0,0001 1,49 0,2540
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Figura 1. Alturay area foliar de plantas de cacao en funcion de la inoculacién con HMA. Letras sobre las
barras indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P<0,05)

Cuando el contenido de Cd en el suelo fue de 5
mg-kg?, la altura de la planta en el tratamiento
con las especies Glomus hoi, Glomus sp.,
Microkamienskia sp., Claroideolomus etunicatum,
y Microkamienkia peruviana fue mayor que en las
plantas sin HMA en un 15,42 % (Figura 2).
Resultados similares lo mostro el area foliar, con
un incremento de 20,06 %. Por otra parte, como se
esperaba, se obtuvo mayor altura y area foliar en
aquellas plantas que no recibieron aplicaciones del

cloruro de cadmio.

Entre las especies de HMA probadas, las
plantas de T. cacao asociadas con Glomus hoi,
Glomus sp., Microkamienskia sp., Claroideolomus
etunicatum y  Microkamienkia  peruviana
(consorcio Mariscal Caceres) parecen ser las mas
tolerantes al Cd. En este estudio se inhibid el
crecimiento de plantas de T. cacao, tanto para la
altura y como para el area foliar en plantones con
suelo contaminado con CdCl,,
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Figura 2. Altura y area foliar de plantas de cacao en funcién del nivel de cadmio. Letras sobre las barras
indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P<0,05)

Ambas variables disminuyeron con el aumento
del contenido del metal en el suelo. Sin embargo,
en aquellos que no tuvieron aplicacion de cadmio
el crecimiento vegetal aument6 en comparacion
con el tratamiento con 5 mg-kg?, lo que indico
que dicho elemento provocd primero el bloqueo
del crecimiento y del desarrollo de las raices de

las plantas de T. cacao. Algunos estudios han
demostrado que los HMA pueden disminuir la
concentracion de Cd en las plantas (Redon et al.,
2008; Sun et al., 2018; Fengge et al., 2019) al
aumentar su biomasa. Como se presenta en este
estudio, el crecimiento de las plantas de T. cacao
se redujo significativamente al aumentar la
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concentracién de Cd, lo que concuerda con lo
indicado por Hassan et al. (2013).

Los HMA tienen en general un efecto positivo
sobre el crecimiento vegetal bajo estrés por
metales pesados, lo cual fue corroborado por Garg
y Kaur (2013) y Aguilera et al. (2017).
Colonizacion (%) y micelio en plantas de cacao
micorrizadas con aplicacion de cadmio. El
Cuadro 2 muestra diferencias significativas para

las variables de colonizacion micorrizica y micelio
extraradical en plantas de cacao.

Al no incorporar Cd en el suelo, Ila
colonizacién micorrizica de los consorcios de
Rioja y Lamas alcanzaron el 89,33 % y 84,09 %,
respectivamente (Figura 3). En este mismo
tratamiento control, la longitud de micelio de los
consorcios de Mariscal Caceres y Lamas fue de
9,21 cmy 8,23 cm, respectivamente (Figura 4).

Cuadro 2. Valores de F y probabilidad (P) bidireccionales que examinan los efectos de la inoculacion de
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) e interaccion (HMA x Cd) sobre la colonizacién
micorrizica (%) y micelio extraradical (cm)

Variable HMA Cd HMA x Cd
F P F P F P
Colonizaciéon micorrizica 114,55 <0,0001 2,56 0,1290 1,52 0,2477
Longitud del micelio 73,47 <0,0001 2,7 0,9590 5,62 0,0080
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Figura 3. Colonizacion de plantas de cacao en funcién de la inoculacion de HMA. Letras sobre las barras
indican diferencias significativas segln la prueba de Tukey (P<0,05)
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Figura 4. Longitud del micelio extraradical en plantas de cacao en funcion de los consorcios micorrizicos
y niveles de cadmio. Letras sobre las barras indican diferencias significativas segun la prueba

de Tukey (P<0,05)
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En este estudio la inhibicion de la colonizacion
de raices por HMA fue observada después de la
aplicacion del cadmio, siendo en primer orden el
consorcio Rioja seguido de Lamas y Mariscal
Céceres, similar a los resultados obtenidos por
Miransari (2017). Tanto la colonizacion como la
longitud del micelio coinciden con los estudios
realizados por Pawlowska y Charvat (2004) y
Janouskova y Pavlikova (2010).

La adicion de Cd afectd diferencialmente la
colonizacién y la longitud de micelio de acuerdo a
la diversidad de especies entre los consorcios. Este
resultado corrobora los de Blaudez et al. (2000)
quienes sefialan que los metales pesados
inhibieron el crecimiento de los hongos

ectomicorrizicos.

Contenido de cadmio en suelo y tallos de
plantas micorrizadas de cacao. El Cuadro 3
muestra la significancia del tratamiento con Cd
sobre su contenido en el tallo de la planta, asi
como el efecto del metal y los HMA sobre el
contenido en el suelo, sin efecto de interacciones.
En la Figura 5 se observa que con 5 mg-kg™ de Cd
el contenido de este elemento mostrd diferencias
entre los HAM, donde los consorcios Lamas y
Mariscal Caceres exhibieron una reduccion del
metal en suelo de 8,66 y 6,30 %, respectivamente
(Figura 5). En contraste, cuando se aplico el
elemento, el contenido en el suelo y tallos de las
plantas se increment6 (Figura 6).

Cuadro 3. Valores de F y probabilidad (P) bidireccionales que examinan los efectos de la inoculacion de
hongos micorrizicos arbusculares (HMA), Cd en el suelo (Cd) e interaccion (HMA x Cd) sobre
el contenido de cadmio en el suelo y en los tallos

Variable HMA Cd HMA x Cd
F P F P F P
Contenido de Cd en suelo 4,43 0,0190 972,29  <0,0001 1,39 0,2829
Contenido de Cd en tallo 1,03 0,4056 1247,03 <0,0001 2,44 0,1023
1,00 -
b
ab
~ 080 a a
% 0.60
2 0,40 -
&
0,20 -
0,00
SinHMA Rioja Lamas M. Céceres
Consorcio micorrizico

Figura 5. Cadmio en suelos con plantas de cacao en funcion de la inoculacion con HMA. Letras sobre las
barras indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (P<0,05)

Los contenidos de Cd en tallos de plantas de
cacao micorrizadas disminuyeron, lo que podria
atribuirse a mecanismos fisiol6gicos de los HMA
al aumentar la tolerancia de las plantas huésped a
la toxicidad de metales pesados (Wang et al.,
2013; Li et al., 2016). Se pudo observar que a
mayor diversidad de especies de HMA también
existi6 una mayor reduccion de Cd. Las

asociaciones de micorrizas pueden contribuir a
reducir la transferencia de metales pesados a las
plantas actuando como una barrera de exclusion
(Cabral et al., 2015).

Las posibles razones de la capacidad de los
consorcios micorrizicos de Lamas y Mariscal
Caceres para absorber Cd podria deberse al mayor
contenido de especies y esporulacion extrarradical
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del micelio y también al alto intercambio de
solutos en la interfase hongo - célula raiz
(arbusculos) bajo concentraciones elevadas de
metales (Pawlowska y Charvat, 2004).

La influencia de los HMA en la absorcion de

concentraciones de éstos (Zhang et al., 2015).
Se pudo comprobar que los hongos micorrizicos
redujeron la acumulacion de Cd en los tallos de
plantas de cacao, presumiblemente mediante el
aumento de la retencion del metal dentro de las

metales de las plantas varia segin las raices (Wang et al., 2020).

L4 m Suelo Tallo b b r30
— 12 1 - 25 1:0
o <
1 g
£ IS
E 0.8 E
g 15 2
T 0.6 2
b 10 5
2 04 - : 5
E I 5
L 5
o 02 - a

0 T 0

0 0 5 5
Niveles de cadmio (mg-kg!)

Figura 6. Nivel de cadmio en el suelo y tallos de plantas de cacao en funcion de la aplicacién del metal
pesado. Letras sobre las barras indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey

(P<0,05)

CONCLUSIONES

Las micorrizas procedentes de la provincia de
Mariscal Céaceres conformadas por las especies
Glomus hoi, Glomus sp., Microkamienskia sp.,
Claroideolomus etunicatum y Microkamienkia
peruviana, mostraron los mayores incrementos en
altura y area foliar en las plantas de cacao y a su
vez presentaron las mayores reducciones de Cd,
tanto en el suelo como en los tallos.

El consorcio procedente de la provincia de
Lamas conformado por las especies Glomus hoi,
Rhizoglomus  sp.,  Diversispora  aurantia,
Acaulospora sp. y el de Rioja conformado por
Glomus hoi y Acaulospora sp., mostraron los
mayores incrementos en colonizacién y longitud
de micelio extraradical. La diversidad de especies
de hongos micorrizicos arbusculares asociados a
plantas podria convertirse un potencial para
inmovilizar el Cd y mejorar el crecimiento
morfoldgico en plantas de cacao.
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