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RESUMEN

ABSTRACT

La mayoria de las areas cultivadas con citricos en Cuba poseen mas
de treinta afios de explotacion. Resulta impostergable la necesidad de
acelerar el ritmo de siembra que garantice la produccion de al menos dos
millones de posturas anuales. La produccion optimizada de posturas a
nivel de viveros con hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) puede
ser una alternativa viable y barata. A pesar de favorables resultados
previos y la disponibilidad de dos tipos de inoculantes, la extension y
aplicacion de los HMA en este tipo de cultivo no avanza mas alla de
las aspiraciones. Este experimento se propuso valorar el efecto de dos
inoculantes, uno monotipo y otro politipo, sobre Citrus aurantium (L.),
patron C35, para lo cual se determiné el porcentaje de incremento neto
(% IN) de algunas variables indicadoras del crecimiento vegetativo, como
area foliar (AF), peso seco de hojas (PSH) y raices (PSR), la longitud
del tallo (LT) y de la raiz principal (LRP), asi como la concentracién de
clorofila (Clorof). Paralelamente se determiné la colonizacién (% CM)
y su densidad (% DV) en las plantulas inoculadas, y se comparé el
efecto respecto al control. Ambos inoculantes incrementaron todas las
variables vegetativas determinadas, excepto Clorof. La Unica variable
fungica que vari6 significativamente fue el % DV, con valores de 1,78
y 0,44 para el inoculo monotipo y el politipo, respectivamente. Los re-
sultados mostrados apuntan a que la mezcla de especies de Glomus
spp. utilizada en el inéculo politipo es menos eficaz respecto al indculo
monotipo (Glomus cubense) de forma independiente.
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Most of the areas with citric crops in Cuba have more than 30 years of
exploitation. To guarantee its productions are needed at least two billions
of plantlets once a year, thus, it becomes a challenge which can not be
overdue. Optimized productions of plantlets at orangery with arbuscular
mycorrhizal fungi (HMA) can be a reliable and cheap choice. Despite
previous and encouraging results, next to the availability of two kinds of
inoculants, the extensive and application of AMF at such crops, do not go
forward than perspiration. This experiment aims to compare the effect of
a pair of inoculums, a monotypic and other polytypic, when they where
applied at Citrus aurantium (L), rootstock C35. To accomplish such goal
has been determined the percent of net increment (% IN) from some key
variables indicators of vegetative growth, such as foliar area (AF), leaves
dry weight (PSH), and roots (PSR), stem’s length (LT) and main root len-
gth (LRP), beside chlorophyll concentration (Clorof). Furthermore, were
calculated percent of mycorrhizal colonization (% CM) and its density (%
DV) inside plantlets roots inoculated towards find comparison with non
inoculated plantlets. As results, both inoculums increase all the vegetative
variables measured, but Clorof. % DV was the unique fungal variable to
have a significant change, with values of 1.78 and 0.44 for monotypic
and polytypic, respectively. Results shown here point out that mixture
of Glomus spp. used at polytypic inoculum performs is less efficient for
symbiosis than monotypic (G. cubense) independently.
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INTRODUCCION
En 1961 la cosecha global de citricos fue de 25 millones de

toneladas, mientras que en 2009 superé los 120 millones,
mayor que las de bananas y manzanas [FAO, 2010]. En
Cuba existen actualmente 26 000 ha de citricos en activo,
de las cuales el 90 % posee mas de treinta afios en explo-
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tacion. Resulta impostergable la necesidad de acelerar el
ritmo de siembra y crear una infraestructura de viveros
que garanticen la produccién de al menos dos millones de
posturas anuales. Para satisfacer tal demanda se requiere
optimizar la produccién de posturas.
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La seleccion de patrones representa en la actualidad
un aspecto de maxima importancia en la citricultura,
ya que este aporta a la planta el sistema radicular
[Agusti, 2000]. Este proceso exige el uso de un sustrato
libre de patégenos que a la vez garantice una nutricion
efectiva y 6ptima.

Un patrén de citricos necesita consolidar su sistema
radicular. En tal sentido los hongos del tipo micorriza
arbuscular (HMA) conforman una simbiosis que es-
timula el crecimiento de las raices y estan presentes
de forma natural en mas del 85 % de las familias de
plantas terrestres [Parniske, 2008; Gianinazzi et al.,
2010]. Existe una alta dependencia en los citricos por
los HMA [Nemec, 1978; Camprobi y Calvet, 1996].
En este sentido Brundrett (2009) reconoce que los
HMA han coevolucionado como un sistema eficiente
para la captura de fosforo como elemento esencial y
limitante en los suelos.

El uso de HMA en los cultivos es una opcién viable
desde el punto de vista econémico y ecolégico |Fer-
nandez, 2008]. Una experiencia previa en bolsas de
polietileno determiné la viabilidad econémica de un
inoculante politipo de origen nacional con las varie-
dades Citrus volkemeriana L. y Citrus reshni Hort. ex.
Tan [Garcia, 1999]. En Cuba se producen dos inocu-
lantes de probada efectividad en diferentes cultivos
[Rivera et al., 2007; Herrera et al.,2011]. Ecomic es un
inoculante sélido en base arcillosa con 20 esporas/g de
producto comercial, y es producido regularmente en el
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA). Este
inéculo monotipo esta constituido en esencia por Glo-
mus cubense Rodr. y Dalpé, especie que regularmente
se comercializa. Por otra parte, el MicoFert se produce
en el Instituto de Ecologia y Sistematica (IES) con
producciones discretas y en base a turba y paja de
arroz; sin embargo, este ultimo se comercializa como
mezcla de tres o cuatro especies, segtn disponibilidad
de cepas y tipo de cultivo, por lo que se considera un
inoculante politipo.

Mediante este experimento se pretende determinar
el efecto sobre plantulas de Citrus aurantium L. del
patrén agrio G35, al emplear dos inoculantes de dife-
rentes especies, aplicados al sustrato en condiciones
de cultivo protegido (vivero).

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizé en el vivero de la Empresa Citricos
Ceiba, provincia de Artemisa. Mediante un disefio
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completamente aleatorizado se inocularon 20 plantu-
las de Citrus aurantium (L.), patrén C35, por cada tra-
tamiento. Cada plantula procedente del semillero fue
inoculada con 2 mL de inéculo por cada contenedor
(cono plastico). En el caso del testigo se utiliz6 igual
cantidad de plantulas no inoculadas. Los inoculantes
de HMA fueron el Ecomic (monotipo) y el MicoFert
(politipo), ambos de producciéon nacional; Ecomic,
compuesto por propagulos de Glomus cubense, Rodr.
y Dalpé, y el MicoFert, por cuatro especies diferentes,
Glomus intraradices, Schenck y Smith; Glomus clarum
Nicols y Schenck; Glomus sp.1 y Glomus sp.2. Ambos
inoculantes contenian un minimo de 20 esporas/mL
(sin considerar el resto de los propagulos fingicos
(micelio externo y asociado a las raicillas).

Todos los contendores conicos se colocaron sobre
cepellones para lograr su estabilidad vertical. A cada
contenedor se le adicioné un sustrato convencional
con proporcion NPK de 14:16:1 (segun rotulo de
origen), y el riego se garantizoé por aspersion duran-
te 1 h en dias alternos. A los 64 dias de inoculadas
las plantas se procesaron las muestras. Se extraje-
ron las plantulas y se deseché el sustrato. El tallo
se separé de las raiz principal con una tijera y luego
se evaluaron seis variables vegetativas indicadoras
del crecimiento del vegetal, como son peso seco de
raices (g)-(PSR); area foliar (cm?)-(AF);-largo de
raiz principal (cm)-(LRP); concentracion de clo-
rofila (%)-(Clorof); peso seco de hojas (g)-(PSH) y
largo del tallo (cm)-(LT).

Para registrar las variables micorrizicas se realizo
una tincién con Trypan Blue [Phillips y Hayman,
1970] de las raices de 10 plantulas de cada trata-
miento para estimar el porcentaje de colonizacién
micorrizica o frecuencia (% CM). Una vez tenidas
se observaron al microscopio estereoscépico en placa
Petri con reticulo de 1,27 em?. Las intersecciones de
raicillas con las lineas del reticulo en la base de la
placa (> de 100 intersectos) fueron contadas con-
forme al método de Giovannetti y Mosse (1980). Se
clasific6 ademas la densidad visual de colonizacién o
intensidad (% DV) de 0 a 5 (Fig. 1), con sus respec-
tivos valores del 0 al 47,5 %, donde el menor valor
esel 1 % y el mayor es del 47,5 %, ya que, segin
Herrera et al. (2004), si la raiz estuviera completa-
mente colonizada seria una relacion parasitica al
colapsar la raiz como 6rgano y la simbiosis seria
inviable.
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Figura 1. Diagrama de las categorias de intensidad o densidad visual de la colonizacién de raicillas por los HMA

[Herrera et al., 2004].

La clorofila se determiné sobre las hojas centrales
a nivel de la nervadura central con un clorofilé-
metro SPAD-502 Minolta [Krugh et al., 1994]. El
porcentaje de incremento neto (% IN) se calculé
para cada variable segiin la formula de Herrera et

al. (2011):

Pi— P
o IN =——~¢

Pc

100

Donde:

Pi: Valor promedio de la variable en la planta
inoculada

Pc: Valor promedio, en la planta testigo, de la misma
variable analizada

Los datos se analizaron mediante un ANOVA de cla-
sificacion simple para comparar los valores medios de
cada tratamiento. Se utiliz6 como post-hoc la prueba
Tukey a un nivel de significacion del 95 y el 99 %. Se
realiz6 previamente el test de Levene para comprobar
la homogeneidad de varianza. En el caso de las varia-
bles determinadas al HMA, como son la colonizacién
micorrizica y la densidad visual, se aplicé la prueba
t de Student para comparar los valores medios re-
gistrados por ambos inoculantes. En todos los casos
el analisis se realiz6 mediante el paquete estadistico

SPSS vers.16 [SPSS Inc. Chicago, 2007].

RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracién de clorofila en el patrén C35 no dismi-
nuy6 significativamente respecto al control para ambos
inéculos (Tabla). El decremento de la variable Clorof,
asi como en su incremento neto (% IN), pudiera estar
influenciado por el efecto nutricional registrado en las
hojas (aumento del AF y el PSH), lo que sugiere un
aumento de su grosor transversal, y por consiguiente
afecta la determinacién indirecta del clorofilémetro
SPAD-502, seguin lo planteado por Krugh et al. (1994).
Estos resultados coinciden con los alcanzados por
Castillo et al. (2006), quienes no encontraron variacién
alguna en la concentracion de clorofila del duraznero al
ser tratado con varios inoculantes micorrizicos respecto
a los que no fueron inoculados. Fernandez et al. (2010),
por su parte, tampoco encontraron diferencias en la
concentracién de clorofila total entre los tratamientos
con HMA y los no inoculados en condiciones in vitro; sin
embargo, Roman (2003), al inocular Glomus intraradices
y una mezcla de HMA en plantas de Chile (Capsicum
annuum, L.), registr6 un incremento de hasta el 10 %
en el contenido total de clorofila.

Los resultados sugieren una mejor interaccion de
los HMA con sustratos que incluyan en su mezcla el
inéculo monotipo en base a la especie G. cubense para
las condiciones ensayadas (Fig. 2). La disponibilidad
de nutrientes, el pH y la materia organica condicionan
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la composicién de la comunidad de HM A en ambientes
naturales [Fitzsimons et al., 2008]. En este caso los
resultados sugieren que la diversidad de cepas que
componen al politipo pudieran expresar diferente
funcionamiento o competencia por los azicares de la
planta ante condiciones de alta fertilidad y humedad,

Ferndndez et al.

como las que existen en las casas de cultivo, a lo que se
ha denominado asimetria funcional. Esta competencia
asimétrica de las cepas presentes en inoculos politipo
expresarian una funcionalidad 6ptima solo en un
rango determinado de condiciones de temperatura y

pH [Oehl et al., 2005; Herrera et al., 2011].

Analisis de varianza para las variables vegetativas

Tratamientos Clorof AF PSH | PSR LT LRP
Control 58,69 a| 19,39b| 0,11b| 0,12a| 5,44b| 12,95b
Ecomic 52,35a| 26,74 a| 0,13a| 0,15a| 6,19a| 13,98 a
Micofert 57,70 a| 21,32b| 0,11b| 0,14 a| 6,21 a|13,35 ab
P 0,103 o * 0,263 o *

Letras iguales en una misma columna no difieren significativamente segin test

de Tukey: p < 0,05*,y p <0,01** (n = 20).
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Figura 2. Incremento neto (% IN) de las variables vegetativas de C. auratium patrén C-35
bajo efecto de dos inoculantes: monotipo (Ecomic) y politipo (Micof). Valores calculados
respecto al valor del control expresado en porciento sobre las abscisas.

Los resultados coinciden con los de Garcia (1999),
quien sugiere que la funcionalidad o efectividad
varia respecto al consorcio micorrizico que se utilice
con fines productivos; es decir, la relacién genotipo
de la cepa de HMA con el de la planta anfitriona
rigen la efectividad de la simbiosis en este caso. La
especificidad funcional ha sido descrita en los HMA
[Camprobi y Calvet, 1996; Klironomos, 2003; Leake
et al.,2004]. Al respecto, Agusti (2000) consider6 que
las plantas patrones difieren sensiblemente en su de-
pendencia de los HMA, pues modifican la capacidad
de absorcion de fosforo, asi como la densidad radicular
y el transporte de agua en el interior de las raices. La
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escasa dependencia de la simbiosis en sustratos de
abundantes nutrientes [Braak, 1986] se manifest6
con baja intensidad de la colonizacion o densidad
visual (% DV) al mostrar el 1,78 y el 0,44 % para el
in6culo monotipo y el politipo, respectivamente. No
obstante, la diferencia significativa de esta variable
fangica (p = 0,006) entre ambos inoculantes pudiera
relacionarse con una mayor eficiencia en el intercambio
del monotipo respecto al consorcio del politipo. Este
ultimo mostré una frecuencia o porcentaje de coloni-
zacién (% CM) del 19,4 %, mientras que el monotipo
fue del 18,9 %, sin diferir significativamente (p < 0,05),
segin la prueba t de Student. Estos valores pueden
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considerarse aceptables si se comparan con los obte-
nidos en otros cultivos [Herrera et al., 2011] y con el
relativo corto tiempo de establecido.

Hernandez (1999) sehala que en arboles frutales y espe-
cies lefiosas el proceso de penetracién y colonizacion del
HMA es mas lento debido al rapido crecimiento inicial
del sistema radical en esta fase simbiética, en la cual el
requerimiento energético es mucho mayor por parte del
hongo, quien demora también en ser reconocido como
un elemento no patégeno [Bonfante y Requena, 2011]
hasta establecerse en el interior de sus raices.

Actualmente se conoce que el proceso de colonizaciéon no
es un evento lineal, y mucho menos sincronizado, por lo
que resulta dificil correlacionar valores de esta variable
fingica con algunos indicadores de eficiencia entre los sim-

biontes [McGonigle et al., 1990; Bonfante y Genre, 2010].

Se considera que los in6culos coctel o politipo actian de
forma eficaz porque estimulan la competitividad entre
las cepas y potencian la diversidad en la comunidad de
Glomeromycetos y del suelo en general [Feddermann et
al., 2010]. Esta cualidad puede deberse a la presencia de
varios arbusculos (estructuras fingicas de intercambio)
de diferente edad y ontogenia que pueden coexistir en
segmentos de raiz ya colonizados, e incluso que pudiera
ser recolonizado por otro apresorio o hifopodio, inde-
pendientemente de su origen [Bonfante y Genre, 2010].

Recientes ensayos en casas de cultivo han demostrado
que no existen diferencias significativas entre el efecto de
crecimiento en plantulas de pimiento con inéculos coctel,
respecto a integrantes del consorcio micorrizico, aplicados
de forma independiente al mismo cultivo [Ortas et al.,
2011]. Los resultados aqui mostrados apuntan a que las
mezclas de especies de Glomus utilizadas en el politipo no
efectiian una simbiosis mas eficaz ala que G. cubense efec-
taa de forma independiente en C. aurantium (L.), patrén
(35, o al menos no se manifiesta en la fase primaria de
establecimiento del patrén. La eficiencia simbiética de-
pende de la estimulacién que antes (fase presimbiética) y
ainicios de la simbiosis efectien las plantas. Estas activan
la mayoria de sus mecanismos reguladores y «acomodan»
algunos elementos méviles de origen fingico o vegetal
que participan en el reconocimiento entre los simbion-
tes. Esto le crea al fito-simbionte un mayor consumo de
energia [Bonfante y Genre, 2010] que no puede utilizar
de inmediato para ostentar el tan deseado «incremento
en talla» como presupuesto sinérgico ante la simple pre-
sencia de un mico-simbionte. En este sentido, Baier et al.
(2010) afirman que el consumo de sacarosa-sintasa afecta
tanto el desarrollo de los arbuisculos como la altura de las
plantas (LT) y el peso seco del follaje (PSH) en Medicago

truncatula Gaertner.

En los citricos es prioridad incrementar el LRP en el
menor tiempo posible durante el primer estadio de las
plantulas. De ese modo se garantiza un buen desarrollo
radical al realizar el trasplante a bolsas. En esta fase se
trunca la dominancia apical de la raiz y se estimula el
crecimiento de las raices secundarias. Es destacable que
la utilizacién del inéculo monotipo favorecié, en solo
dos meses, el incremento del 4area foliar hasta el 37 %,
y el largo de la raiz principal hasta en el 8 % respecto a
las plantas no inoculadas. La especie G. cubense posee
gran potencial para el desarrollo de sistemas de pro-
duccién intensiva de patrones citricos. No se descarta
el empleo de otras especies que individualmente, o en
conjunto (coctel), también tienen efecto positivo sobre
otros patrones citricos, segin Garcia (1999).

La micorrizacion temprana del material vegetal con-
fiere un beneficio inicial a las plantas micorrizadas en
cuanto a supervivencia al transplante y establecimien-
to en plantacién [Camprubi et al., 2000]. Los efectos
beneficiosos de la introduccién artificial de in6culo
micorrizico resultaran mas evidentes en suelos donde
las poblaciones de HMA nativos no existen, o han sido
eliminadas por empleo de practicas agricolas desfavo-
rables para su desarrollo como la fumigacién del suelo
y el cultivo intensivo [Hernandez, 1999]. La seleccién
previa del simbionte adecuado para el portainjertos de
frutales puede representar una ventaja que permita el
replante con garantias de supervivencia y desarrollo
del arbol en fase inicial cuando este es mas vulnerable

[Camprubi et al., 2000].

En este experimento, para ambos inoculantes, se obtuvie-
ron plantas con talla de trasplante (de 7 a 8 cm) en solo
dos meses. Es significativo precisar que actualmente el
periodo convencional para el trasplante es de tres meses
(sin aplicar HMA al sustrato). Este resultado coincide
con los de Tornet et al. (2012), quienes también lograron
reducir en un mes la produccién de limero Persa sobre
patrones de mandarino Cleopatra y de Citrus volkame-
riana L. Pask. De este modo se evidencia la importancia
en términos econémicos de los beneficios derivados de
una mayor y mas uniforme produccién, un crecimiento
mas rapido y entrada en produccién de las plantas, asi
como una mejor calidad de la cosecha y significativo
ahorro en fertilizantes, riego y productos fitosanitarios

[Hernandez, 1999].

CONCLUSIONES

* Elinoculante monotipo en base a G. cubense aporté
mayor eficiencia a la simbiosis con el patrén Agrio
(35 mediante el incremento en el peso seco de las
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hojas y el area foliar respecto al efecto del inoculante
mixto compuesto por otras especies de Glomus.

* Losincrementos netos alcanzados en las variables
vegetativas permitieron disminuir en un mes el pe-
riodo establecido para el trasplante de las plantas
patrones inoculadas.
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