Cultivos Tropicales, 2018, vol. 39, no. 4, pp. 86-90

octubre-diciembre

ISSN impreso: 0258-5936
ISSN digital: 1819-4087

8

Comunicacion corta

Ministerio de Educacién Superior. Cuba
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
http://ediciones.inca.edu.cu

EVALUACION DE LA INFECTIVIDAD DE Glomus cubense
EN FORMULACION LiIQUIDA SOMETIDA A DIFERENTES
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Evaluation of Glomus cubense infectivity in liquid formulation
subjected to different hydrostatic pressures
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ABSTRACT. In order to confirm Glomus cubense infectivity
in liquid formulation exposed to different hydrostatic
pressures, an experiment under controlled conditions was
conducted. AMF spores were exposed to different pressures
(Pressure I: 0,15, Pressure I1: 0,3 and Pressure I11: 0,5 MPa,
respectively) for one minute before applying the inoculant
into seeds of sorghum and corn. Plants grew for 30 days and
fungal indicators and variables related to their growth were
evaluated. The effect of different pressures didn’t affect the
fungal structures morphologically. A positive response to
fungal inoculation was found in sorghum and corn plants,
as there were significant differences in relation to control
plant. These results show that it is possible to include the
liquid inoculant through fertigation systems.
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INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
representan un grupo de microorganismos edaficos
que, por sus efectos directos en la nutricién mineral,
especialmente fésforo y nitrégeno (1,2); la induccion
de tolerancia frente a condiciones de estrés bidtico
(patégenos) y abidtico (sequia y salinidad) (3,4); su
participacion en los procesos de fitorremediacion (5,6)
y su contribucion en la estabilidad de los agregados del
suelo (7), se emplean en la produccion de inoculantes.
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RESUMEN. Con el objetivo de comprobar la infectividad
de Glomus cubense en formulacion liquida expuesta
a diferentes presiones hidrostaticas, se condujo un
experimento en condiciones controladas. Las esporas de
HMA se expusieron a diferentes presiones (Presion I: 0,15;
Presion II: 0,3 y Presion III: 0,5 MPa, respectivamente),
durante un minuto antes de aplicar el inoculante en semillas
de sorgo y maiz. Las plantas crecieron durante 30 dias y se
evaluaron indicadores fungicos y variables relacionadas con
su crecimiento. El efecto de las diferentes presiones no afectd
morfologicamente a las estructuras fingicas. Se encontrd
una respuesta positiva a la inoculacion fungica en las
plantas de sorgo y maiz, al existir diferencias significativas
con relacion a las plantas no inoculadas. Estos resultados
demuestran que es posible la inclusion del inoculante
liquido, mediante los sistemas de fertirriego.

Palabras clave: micorrizas, esporas, morfologia, presion

Por condicién de simbiontes obligados, los HMA
requieren un hospedante para completar su ciclo de
vida (8), pero este no ha sido un factor que limite su
multiplicacion (9) y en la actualidad se formulan como
productos comerciales (sélidos, granulados y liquidos),
pero las experiencias practicas han demostrado
que la aplicacion de cada inoculante depende del
tipo de cultivo y de las condiciones para su manejo;
siendo uno de los retos inmediatos, la obtencién de
productos que se ajusten a cualquier sistema agricola
(10). La experiencia cubana con el manejo de la
simbiosis micorrizica, utilizando portadores solidos,
ha aportado valiosos resultados durante mas de 20
afios de estudios sostenidos con estos simbiontes,
en los cuales se ha establecido como principios: la
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inoculacioén de especies eficientes de HMAYy el efecto
del tipo de suelo en la seleccion de dichas cepas, en
correspondencia con el balance de nutrientes (11).

Por otra parte, el sistema agricola en Cuba transita
por un proceso de perfeccionamiento en sus modelos
de produccion y, recientemente, la accion conjunta de
actores decisivos, centros cientificos que impulsan sus
investigaciones hacia ese sector y la implementacion
de proyectos de colaboracién, fortalecen la practica
del fertirriego, como una tecnologia que garantiza el
uso eficiente y racional de los recursos naturales (12).
En la década de los 2000, se obtuvo un inoculante
liquido a base de dichos hongos, con el propésito de
garantizar su aplicaciéon mediante el fertirriego, pero
se desconoce si las estructuras fungicas conservan su
integridad una vez que son expuestas a las presiones
hidrostaticas de dichos sistemas.

Por tal motivo, el objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de la inoculacion de Glomus cubense
en formulacion liquida sometida a diferentes presiones
hidrostaticas en plantas de sorgo (Sorghum bicolorL.)
y maiz (Zea mays L.).

MATERIALES Y METODOS

ConbicloNES EXPERIMENTALES GENERALES

El experimento se realizé en condiciones
controladas en el laboratorio de Fisiologia y Bioquimica
Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA), San José de la Lajas, provincia Mayabeque,
con una temperatura promedio que oscilé entre los
+18-25 °C, humedad relativa del 75 % y el fotoperiodo
se ajusté a 16 horas luz/8 horas oscuridad durante 30
dias (julio y agosto) del 2016.

La arcilla se esterilizé en autoclave a 121 °C
durante dos horas, en ciclos continuos de tres dias y
se clasificé como Gleysol Vértico humico carbonatado
(13) y algunas de sus caracteristicas quimicas asi
como el contenido de esporas de HMA residentes, se
muestran en la Tabla 1.

Determinaciones quimicas: pH, potenciometria;
materia organica (MO), Walkley Black (14); fésforo
(P,0,), extraccion con H,SO, 0,025 M y determinacion
por espectrometro; cationes intercambiables, Ca?*
y Mg?* (extraccién con NH,Ac 1 mol L a pH 7
y determinacién por complejometria), Na+ y K+

(extraccion con HNO, hirviendo y determinacion por
fotometria de llama); esporas de HMA, Gerdemann y
Nicholson (15).

OBTENCION DEL MATERIAL FUNGICO
PARA EL INOCULANTE LiQUIDO

La cepa INCAM-4 de Glomus cubense (Y. Rodr.
& Dalpé) (16), procedente de la coleccién de cepas
del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) de
Cuba, se reprodujo en una arcilla estéril con plantas
de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench cv. 'CIAP 1322")
y 90 dias posterior a la siembra, se eliminé la parte
aérea y el sustrato con las raices micorrizadas se
utiliz6 como fuente de inoculante. El material se
homogeniz6 manualmente, se secod a temperatura
ambiente y se almacendé durante 15 semanas a 4 °C.

Para el aislamiento de las esporas se tomaron
50 g del material homogenizado y se realizé un
tamizado humedo (15), de la pasta obtenida por mezcla
del solido con agua, entre dos tamices (40 y 400 um
de luz) con la adicion de agua para facilitar el proceso.
El residuo remanente se recogio en el tamiz de 40 um,
con una espatula se pasé a un tubo de centrifuga en
el cual se mezclo con solucién de sacarosa (720 g de
sacarosa y 20 g de Tween 80 L") y se centrifugé a
2000 rpm durante cinco minutos. Posteriormente se
decantd la fraccion liquida con los propagulos fungicos
que se depositaron en tubos Eppendorfde 1,5 mL, con
300 pL de solucién Ringer para conservarlos hasta el
momento de la desinfeccion. Un litro de la solucion
Ringer contenia NaCl 7,5 g, KCI 0,75 g, CaCl, 0,1 g
y NaHCO, 0,1 g.

Los propagulos fungicos se pusieron en contacto
con una solucion de Cloramina T al 2 % y dos gotas
de Tween 20 durante 10 minutos. Posteriormente
se lavaron tres veces con agua destilada estéril y
se colocaron en una solucion de antibiéticos que
contenia sulfato de estreptomicina (0,02 %) y sulfato
de gentamicina (0,01 %) por igual tiempo (17).
Finalmente, se lavaron con agua destilada estéril y se
conservaron en una solucién osmoprotectora.

Las esporas contenidas en dicha solucién
osmoprotectora se expusieron durante un minuto
a tres presiones diferentes (0,15; 0,3 y 0,5 MPa,
respectivamente) en una camara de presion
tipo Scholander, Soil Moisture, Modelo P80 L08.

Tabla I. Caracteristicas quimicas y contenido de esporas de HMA residentes de la arcilla empleada en

el experimento

pH MO P205 Ca2+ Mg2+ K+ Na+ ClB Esp. HMA
(g kg™ (mg 100 g) (cmolc kg™) (g suelo™)
71 26,4 14,8 12,5 3,7 0,48 0,10 16,78 2

MO: Materia organica; CIB: Capacidad de intercambio de bases, Esp. HMA: niumero de esporas de HMA por gramo de suelo seco
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Posteriormente se observaron en el microscopio de
diseccién (Carl Zeiss, Stemi 2000-C/50x) para evaluar
si se produjo alguna modificacién en su estructura
(ruptura) y finalmente se pipeted 1 mL del inoculante
con una concentracién de 20 esporas por mL. La
aplicacion de la formulacion liquida se realizé en el
momento se la siembra.

MATERIAL VEGETAL

Se emplearon semillas de sorgo (Sorghum
bicolor L. Moench 'CIAP 1322') y maiz (Zea
mays L 'VSF-6'), con un 96 y 94 % de germinacion
respectivamente, se desinfectaron con una solucion
comercial de hipoclorito de sodio (10 %) durante diez
minutos y se sembraron en macetas de 250 cm?® de
capacidad que contenian arcilla estéril, a razon de tres
semillas. A los siete dias posterior a la emergencia
de las plantas se realizé un raleo dejando una planta
por maceta. El riego se aplic6 manualmente, en
correspondencia con las necesidades hidricas de
las plantas y a los diez dias posterior a la siembra se
aplicaron 20 mL de solucién nutritiva Long Ashton por
maceta (modificada con 22 ug mL" de fésforo en los
tratamientos inoculados) (18).

DiSENO EXPERIMENTAL, EVALUACIONES
Y ANALISIS ESTADISTICO

Los tratamientos en estudio consistieron en las
tres presiones evaluadas (Presion I: 0,15; Presion II: 0,3
y Presién lll: 0,5 MPa, respectivamente), ademas de
un control sin inocular y se dispusieron en un disefo
completamente aleatorizado con diez macetas por
tratamiento (n=10).

Las determinaciones se realizaron 30 dias
posterior a la siembra y se evaluaron los siguientes
indicadores:

Indicadores fluingicos: para la determinacién de
las variables relacionadas con el funcionamiento
micorrizico se tomaron 250 mg de raices secundarias,
se lavaron cuidadosamente con abundante agua, se
secaron en una estufa a 70 °C hasta obtener masa
constante y se clarificaron y tifieron (19). Se utilizo el
método de los interceptos para la determinacion de la
frecuencia de colonizacién micorrizica y la intensidad
de colonizacién o densidad visual (DV) (20). El nimero
de esporas se determiné a partir de 50 g de suelo seco,
de acuerdo con el método de extraccion basado en
el tamizado y decantado humedo (15). Las esporas
se colectaron sobre una malla de 40 ym de apertura,
se separaron por centrifugacion con sacarosa y
Tween 80 y se cuantificaron en el microscopio de
diseccion (Carl Zeiss, Stemi 2000-C/50x).
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Indicadores de crecimiento de las plantas: las
masas seca aérea y de la raiz se determinaron al
secar las muestras a 70 °C en la estufa, hasta masa
constante y se pesaron en balanza técnica digital
(Acom JW-1, nivel de precisién 0,001). Se determind
la relacion masa seca raiz/masa seca aérea a partir
de la ecuacion:

R= Masa Seca Raiz/Masa Seca Aérea

Los datos se procesaron estadisticamente
mediante un Analisis de Varianza (ANOVA) de
Clasificacion Simple. Se realizd la compararon de
las medias, segun la prueba de Tukey (p<0,05),
cuando se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos. Todos los analisis estadisticos
se ejecutaron con el paquete estadistico IBM SPSS
version 19.0 (21).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla I se describe el efecto de la inoculacion
en las diferentes variables estudiadas para ambos
cultivos y se pudo comprobar la existencia de diferencias
significativas, con respecto a las plantas controles. Se
observé que la inoculacion del HMA incremento la masa
seca aérea y de la raiz, efecto que se reafirmé con la
relacion masa seca raiz‘masa seca parte aérea.

Con respecto a los indicadores fungicos, se
encontraron diferencias significativas, en relacion con las
plantas no inoculadas y esta respuesta puede indicar que
el tratamiento de las presiones, previo a la inoculacién, no
limito la eficiencia del simbionte, pues durante observacion
de los propagulos fungicos, antes y después de su
exposicion a dicho tratamiento, se comprobd que los
mismos conservaron su estructura inicial, sin encontrarse
danos visibles en sus paredes externas.

El efecto directo de los HMA en el crecimiento y el
desarrollo de las plantas, ha sido uno de los aspectos
mas profundizados en las investigaciones realizadas
con estos simbiontes y esta respuesta se debe a
factores relacionados con el diametro de las hifas de
los HMA, que permiten incrementar el volumen de
absorcién del sistema radical y, por lo tanto, potenciar
la eficiencia en la toma de agua y de nutrientes de baja
movilidad (22-24).

Aunque se ha sefialado que la induccién de
modificaciones en las estructuras celulares por la
acciéon de presiones hidrostaticas se encuentra
relacionada a la intensidad del tratamiento de presion
impuesto y su tiempo de duracion (25), en los
resultados de este trabajo no se puso de manifiesto
tal afectacion ante los niveles de presion y tiempo
evaluados.
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Tabla Il. Comportamiento de los indicadores evaluados en plantas de sorgo y maiz

Tratamientos Masa Seca Masa Seca Relacién MSRaiz/ Frecuencia Intensidad Esporas de HMA
Parte Aérea Raiz (g) MS Parte Aérea (%) (%) (g suelo™)
(9)
Sorgo
Control 0,12b 0,03 b 0,24 b 7,33b 0,07 b 0b
Presion (1) 0,38 a 0,18 a 0,47 a 30,67 a 0,57 a 0,14 a
Presion (11) 0,38 a 0,18 a 0,47 a 27,67 a 0,52 a 0,14 a
Presién (11 0,38 a 0,19 a 0,50 a 29,67 a 0,58 a 0,14 a
Esx 0,01 0,01 0,02 0,01 0,03 0,01
Maiz
Control 0,56 b 0,06 b 0,11b 8,33b 0,08 b 0b
Presion (1) 1,10 a 0,22 a 0,20 a 27,67 a 0,50 a 0,14 a
Presién (I1) 1,09 a 0,21 a 0,19 a 29,67 a 0,57 a 0,136 a
Presion (l11) 1,08 a 0,21a 0,19 a 28,67 a 0,51a 0,132 a
Esx 0,02 0,01 0,01 0,02 0,03 0,01

En laliteratura no se dispone de suficientes estudios
relacionados con la resistencia de los propagulos
fungicos a diferentes presiones hidrostaticas, y
aunque algunas investigaciones se han referido a
los rangos de susceptibilidad y resistencia de cada
grupo microbiano en niveles de presiones evaluadas
en algunas bacterias Gram-positivas y hongos (26),
los resultados de este estudio permiten develar que el
comportamiento de las esporas de Glomus cubense
ante las presiones hidrostaticas estudiadas, indican
que es posible su inclusion mediante sistemas de
fertirriego con una presion de hasta 0,5 MPa, sin
afectar la infectividad del hongo.

CONCLUSION

Con los resultados de esta investigacion se
demostré que el efecto de las tres presiones
hidrostaticas no afecté la infectividad del simbionte, por
lo que Glomus cubense puede ser aplicado mediante
el fertirriego.
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