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  Resumen

  
    El
      cocotero es un cultivo extendido, con importancia en la alimentación, 
      la cosmética y la industria; sin embargo, su producción se ve afectada, 
      entre otros factores, por el envejecimiento de las plantaciones, lo cual
      disminuye los niveles de productividad, por lo cual se hace 
      imprescindible la obtención de posturas de calidad para la repoblación 
      de las áreas de producción. Con el objetivo de estudiar el efecto 
      combinado de los hongos micorrizógenos arbusculares (HMA) y cepas de Azotobacter en la producción de posturas de cocotero de alta calidad, se desarrolló
      un experimento en dos viveros de Baracoa, Guantánamo, Cuba, del cual se
      realizaron dos repeticiones en el tiempo. Se empleó el ecotipo 
      domesticado de cocotero “Indio Verde-1” en dos suelos: Arenosol háplico 
      (ARh) y Gleysol Flúvico háplico (GFLh), con la inoculación de tres cepas
      de HMA: Glomus cubense, Rhizophagus irregularis y Funneliformis mosseae y dos cepas de Azotobacter: A. chroococcum (CDM-1 aislada del suelo ARh y CDM-2 aislada del suelo GFLh). Se 
      observó una respuesta diferencial de las especies de HMA en ambos 
      suelos. La inoculación con R. intraradices favoreció el 
      incremento de las variables germinación de las semillas, altura, 
      diámetro del vástago y número de hojas, en el suelo ARh al combinarse su
      inoculación con la cepa A. chroococcum CDM-1, mientras que G. cubense fue el mejor tratamiento en el suelo GFLh, combinado con A. chroococcum CDM-2. A pesar de que se cuantificaron elevados niveles de las cepas 
      autóctonas de HMA, en ambos suelos, las cepas inoculadas demostraron ser
      más eficientes que estas para la obtención de posturas de cocotero de 
      calidad.
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      Introducción

       ⌅
      El
        cocotero es un cultivo de amplios usos lo que la convierten en una 
        planta única. Tiene aplicaciones en la industria alimenticia (1, 2), como sustitutos de aceites y edulcorante (3), así como por su alto valor nutricional (4, 2). También, posee amplias aplicaciones en la industria cosmética (5-7), en la maderable y artesanal (8). Los subproductos como la fibra se emplean en la agricultura para la preparación de sustratos (9, 10), y en la pecuaria para la elaboración de aditivos para piensos (11). Además, tiene importantes aplicaciones en la medicina en enfermedades de la piel (12-14), cardiovascular (15-17) y esclerosis múltiple (18).
        Su empleo se ha extendido a más de 94 países de todo el mundo, 
        proporcionando sustento para millones de personas en las regiones de 
        Asia y el Pacífico (19).
        Sin embargo, en la mayoría de estos países se presenta un 
        envejecimiento de las plantaciones que constituye la principal limitante
        para la obtención de altos rendimientos (20),
        efecto que se observa también en las plantaciones de Cuba. Esto produce
        afectaciones económicas para los productores y para las empresas que 
        emplean sus derivados, como el aceite de coco, ya que tiene que 
        importarlo de un mercado externo. Debido a esto se hace necesario la 
        aplicación de tecnologías de producción de posturas de calidad, como 
        paso crucial para la obtención de poblaciones vigorosas y productivas. 
        La calidad del material de siembra determina en gran medida los 
        rendimientos finales del coco, siendo la base para una producción 
        exitosa (21).

      El
        empleo de microorganismos, componentes activos de los biofertilizantes,
        puede representar una tecnología alternativa factible para mejorar el 
        rendimiento de las plantas (22, 23).
        Las formulaciones efectivas de microorganismos de importancia agrícola,
        tales como fijadores de nitrógeno, rizobacterias promotoras del 
        crecimiento vegetal (PGPR) y los hongos micorrícicos arbusculares (HMA) 
        se han desarrollado como insumos valiosos para la producción de los 
        cultivos (21).

      Los
        HMA son el grupo microbiano de más amplia distribución geográfica de 
        todos los microorganismos biofertilizantes con una gran adaptación a 
        diversas condiciones de suelo (24).
        Desempeñan una importante función, contribuyendo de forma más eficiente
        a la supervivencia y crecimiento de las posturas, al jugar un papel 
        crucial en la nutrición de las plantas (25, 26).
        Estudios realizados en la rizosfera de plantaciones adultas de cocotero
        han demostrado la rica diversidad de esta especie, cuyas raíces son 
        colonizadas por los HMA (27). 

      Dentro de las PGPR se encuentra el género Azotobacter. Estas son bacterias asociativas de vida libre, con potencialidades 
        entre las cuales se destacan la fijación de N y la producción de 
        fitohormonas (28). También son antagonistas a patógenos del suelo (29), así como inductoras de resistencia sistémica en las plantas contra patógenos foliares y radicales (30). 

      En otros cultivos, diferentes al cocotero, se ha demostrado que la aplicación conjunta de los HMA y Azotobacter promueven el crecimiento de las plantas (31, 32), por diferentes mecanismos como la regulación de hormonas de crecimiento vegetal (28) y la mejora de la nutrición (26)
        y constituyen un enfoque extremadamente útil para la agricultura 
        sostenible, inclusive en ecosistemas afectados por algún estrés (33-35).
        El empleo conjunto de ambos grupos microbianos puede constituir una 
        tecnología para la obtención de posturas de calidad, que conduzcan a 
        plantaciones rejuvenecidas de alta productividad. 

      Por estas razones, se propuso como objetivo del presente trabajo estudiar el efecto combinado de los HMA y cepas de Azotobacter en la producción de posturas de cocotero de alta calidad, en vivero.

    
    
      Materiales y metodos

       ⌅
      El
        experimento se desarrolló en los viveros de Playa Duaba con un suelo 
        Arenosol háplico (ARh), y Cabacú con un suelo Gleysol Flúvico háplico 
        (GFh), ambos del municipio Baracoa, Guantánamo, Cuba. Se empleó como 
        sustrato la combinación Suelo: Humus de lombriz: Fibra de Coco (S:H:FC),
        en la relación 4:1:1 (v/v/v), teniendo en cuenta los resultados de 
        trabajos previos (36).
        En cada vivero se empleó el suelo de la propia localidad para preparar 
        los sustratos. Como control se emplearon sustratos conformados por la 
        combinación de suelo y las fuentes orgánicas empleada en la proporción 
        1:1:1 v/v/v según se recomienda en el Instructivo técnico del cultivo 
        del coco (37). Se realizó la caracterización parcial de los sustratos (38) y se cuantificó las poblaciones autóctonas de los HMA en cada tipo de suelo (39). En la tabla 1 se muestra la caracterización parcial de los sustratos y los resultados
        de la cuantificación de las poblaciones autóctonas de HMA de los 
        suelos.

      Se empleó el ecotipo domesticado de cocotero “Indio Verde-1” (40), cuyas semillas fueron obtenidas de plantas madre sanas, las que fueron preparadas y sembradas según se refiere (36).

      Se seleccionaron tres especies de HMA, las cuales procedieron del cepario del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA): Glomus cubense, Y. Rodr. y Dalpé (41) cepa INCAM-4 (DAOM241198), con 92 esporas g-1 de inóculo; Rhizophagus irregularis (Blaszk, Wubet, Renker y Buscot) Walker y Shüβler (42), cepa INCAM-11 (DAOM711363), con 73 esporas g-1 de inóculo y Funneliformis mosseae, (Nicol. y Gerd.) Walker y Schüßler (42), cepa INCAM-2, con 57 esporas g-1 de inóculo. Los inóculos se ajustaron para garantizar 215 esporas por semilla, (43).
        Para la aplicación se mezcló el inoculante con 600 mL de agua, en la 
        cual se sumergió la semilla, por la parte de la entalladura, utilizando 
        el método de recubrimiento de la semilla (44) con la modificación referida. 

      Tabla 1.  Caracterización química parcial de los sustratos y poblaciones autóctonas de HMA de los suelos empleados

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
              
              
                
                  	Sustrato
                  	pH
                  	MO
                  	C/N
                  	Poblaciones residentes de HMA
                

                
                  	(H2O)
                  	(g kg-1)
                  	 
                  	(esporas 50 g-1 suelo)
                

              
              
                
                  	Vivero Playa Duaba (ARh)
                

                
                  	S: HL: FC (1:1:1)
                  	7,46
                  	320,4
                  	17,21
                  	923,33
                

                
                  	S: HL: FC (4:1:1)
                  	7,6
                  	214
                  	14,43
                

                
                  	Vivero Cabacú (GFh)
                

                
                  	S: HL: FC (1:1:1)
                  	7,63
                  	344,4
                  	18
                  	2676,67
                

                
                  	S: HL: FC (4:1:1)
                  	7,77
                  	256
                  	16,32
                

              
            

          

        

      

      

      
        Métodos: pH (H2O), MO: materia orgánica; C/O relación Carbono/Nitrógeno (38); Poblaciones residentes de HMA (39)

      

      Todos los tratamientos inoculados con HMA fueron coinoculados con cepas de A. chroococcum pertenecientes al cepario del Instituto Nacional de Investigaciones 
        Fundamentales de Agricultura Tropical (INIFAT), aisladas de los viveros 
        que fueron objeto de estudio. En los tratamientos del vivero Playa Duaba
        se inoculó la cepa CDM-1 y en el vivero Cabacú la cepa CDM-2, en ambos 
        casos, posterior a la inoculación de las especies de HMA, teniendo en 
        cuenta los resultados de trabajos previos (36). Las cepas fueron preparadas según se refiere en el trabajo citado.

      En
        el control no se realizó la inoculación de microorganismos. Se empleó 
        un tratamiento adicional, conformado por la fertilización mineral (NPK 
        100 %) para lo que se empleó la fórmula completa 9:13:17 a razón de 45 g
        por semilla, fraccionado al 33 % a los 30 días posteriores a la siembra
        (dps) y el resto a los 90 dps, para evaluar el efecto de los HMA con 
        respecto al control de la fertilización completa (37).

      Se
        empleó un diseño en bloques al azar con tres réplicas. Cada parcela 
        experimental dentro del bloque contenía 20 semillas sembradas a una 
        distancia de 0,05 x 0,20 m.

      El experimento tuvo una duración de 180 días. A los 120 dps se calculó el índice de velocidad de germinación (IVG) (36), según la fórmula:

      
        
          
            
              IVG
              =
              ∑
              
                
                  número de plantas germinadas a tiempo n
                  /
                  tiempo n
                
              
            
          
        

          

      

      Para esta variable se calculó el por ciento de incremento de los tratamientos inoculados con relación al control.

      A
        los 180 dps se muestrearon quince plantas por réplica y se evaluó la 
        altura, el diámetro en la base del vástago, el número de hojas, el área 
        foliar y la masa seca total (36). En la parte aérea se cuantificaron los contenidos de N, P y K (45). 

      Se realizó, además, la cuantificación de las variables micorrícicas, porcentaje de la colonización (%) (46)
        e intensidad de la colonización micorrícica (%) y las poblaciones 
        autóctonas de HMA en la rizosfera, evaluada como número de esporas (39). 

      El
        experimento se repitió durante dos años, para lo cual se empleó un 
        diseño en bloques al azar. Los datos fueron procesaron mediante el 
        Análisis de Varianza de Clasificación Simple y la comparación de las 
        medias mediante la Prueba de Rangos Múltiples de Duncan con un nivel de 
        significación del 95 %. Los datos de la variable porcentaje de la 
        colonización micorrícica se transformaron por la fórmula arcseno√x. Se 
        empleó el paquete estadístico STATGRAPHIC versión 15.2.

    
    
      Resultados

       ⌅
      Al
        analizar los resultados de los diferentes indicadores evaluados, no se 
        observó interacción entre el factor repetición en el tiempo, en ninguno 
        de los viveros, por lo que se analizan las medias de ambas repeticiones. 

      Con relación al IVG, se observó que la coinoculación con los HMA con las cepas de A. chroococcum aceleraron el proceso germinativo, independientemente de la cepa de HMA inoculada (Figura 1).
        El control y el tratamiento fertilizado (NPK) mostraron similitud entre
        ellos, pero diferencias con relación a los inoculados, en los dos 
        suelos estudiados.

      En el Vivero Cabacú (suelo GFh), se observaron 
        porcientos de incremento del tratamiento inoculado superiores a los 
        obtenidos en el Vivero Playa Duaba (suelo ARh) (71-77 y 28-33, 
        respectivamente), debido a que tanto el control como el tratamiento 
        fertilizado mostraron valores más bajos en este último, lo cual 
        demuestra que se obtuvo un mayor efecto micorrícico en el suelo GFh.

      
        
          
             
          
        

      

      Medias con 
        letras distintas para el mismo suelo difieren entre sí, según Prueba de 
        Rangos Múltiples de Duncan (p≤0,05). Las líneas verticales sobre las 
        barras indican la desviación estándar. HMA: G. cubense (Gc), R. irregularis (Ri) y F. mosseae (Fm). Azotobacter: A. chroococcum, cepa CDM-1 en Vivero Playa Duaba (A) y cepa CDM-2 en Vivero Cabacú (B)

      Figura 1.  Índice de velocidad de germinación 
        (IVG) de semillas de cocotero, ecotipo Indio Verde-1, inoculadas con 
        tres cepas de HMA y dos de Azotobacter

      Al analizar los resultados del desarrollo vegetativo (Tabla 2)
        se observó una respuesta diferencial de las cepas de HMA estudiadas en 
        los dos viveros, correspondientes a dos tipos de suelo. En el Vivero 
        Playa Duaba se observó que el tratamiento coinoculado R. intraradices - A. chroococcum CDM-1 mostró niveles significativamente superiores al resto de las 
        variantes, en todos los indicadores evaluados (altura, diámetro del 
        tallo, número de hojas, área foliar y masa seca total). Con el empleo de G. cubense y F. mosseae se alcanzaron valores de altura, 
        diámetro del tallo y área foliar similares estadísticamente con el 
        control; sin embargo, en el resto de los indicadores fue inferior a 
        este. El tratamiento fertilizado mostró los niveles más bajos en todos 
        los indicadores.

      Tabla 2.  Desarrollo vegetativo y contenido 
        de nutrientes foliares de plántulas de cocotero, ecotipo Indio Verde-1, 
        inoculadas con tres cepas de HMA y dos cepas de A. chroococcum (CDM-1 en Vivero Playa Duaba y CDM-2 en Cabacú)

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
              
              
              
              
              
              
                
                  	Tratamientos
                  	Altura 
                  	Diámetro del tallo 
                  	Número de hojas 
                  	Área foliar 
                  	Masa seca total 
                  	N 
                  	P 
                  	K 
                

                
                  	(cm) 
                  	(cm) 
                  	(m2 planta--1) 
                  	(g planta-1) 
                  	(g planta-1) 
                

              
              
                
                  	Vivero Playa Duaba
                

                
                  	Control
                  	108,77
                  	b
                  	3,02
                  	b
                  	3,11
                  	d
                  	1119,81
                  	b
                  	139,80
                  	c
                  	7,60
                  	d
                  	0,66
                  	c
                  	4.88
                  	C
                

                
                  	NPK
                  	104,31
                  	c
                  	2,81
                  	c
                  	2,93
                  	e
                  	1111,81
                  	c
                  	140,69
                  	c
                  	7,50
                  	d
                  	0,63
                  	c
                  	4.92
                  	C
                

                
                  	G. cubense
                  	107,74
                  	b
                  	3,02
                  	b
                  	3,98
                  	b
                  	1120,71
                  	b
                  	167,29
                  	b
                  	8,51
                  	b
                  	0,77
                  	b
                  	5.74
                  	B
                

                
                  	R. intraradices
                  	115,19
                  	a
                  	3,21
                  	a
                  	4,24
                  	a
                  	1380,00
                  	a
                  	283,01
                  	a
                  	15,61
                  	a
                  	1,70
                  	a
                  	10.14
                  	A
                

                
                  	F. mosseae
                  	108,72
                  	b
                  	2,97
                  	b
                  	3,71
                  	c
                  	1119,41
                  	b
                  	166,36
                  	b
                  	8,14
                  	c
                  	0,75
                  	b
                  	5.57
                  	b
                

                
                  	EEx:
                  	1,18 
                  	0,04 
                  	0,05 
                  	0,49 
                  	0,89 
                  	0.1 
                  	0.02 
                  	0.07
                

                
                  	Vivero Cabacú
                

                
                  	Control
                  	108,54
                  	b
                  	2,98
                  	b
                  	2,93
                  	c
                  	1110,06
                  	b
                  	145,42
                  	c
                  	8.66
                  	d
                  	0.70
                  	c
                  	4.99
                  	d
                

                
                  	NPK
                  	97,70
                  	c
                  	2,41
                  	d
                  	2,82
                  	c
                  	1085,70
                  	d
                  	143,80
                  	c
                  	7.43
                  	e
                  	0.36
                  	d
                  	4.7
                  	e
                

                
                  	G. cubense
                  	117,55
                  	a
                  	4,19
                  	a
                  	4,31
                  	a
                  	1338,69
                  	a
                  	269,01
                  	a
                  	15.36
                  	a
                  	1.16
                  	a
                  	9.07
                  	a
                

                
                  	R. intraradices
                  	109,02
                  	b
                  	3,03
                  	b
                  	4,20
                  	a
                  	1110,06
                  	b
                  	159,41
                  	b
                  	10.00
                  	b
                  	0.96
                  	b
                  	5.87
                  	b
                

                
                  	F. mosseae
                  	95,81
                  	c
                  	2,68
                  	c
                  	3,13
                  	b
                  	1108,42
                  	c
                  	157,31
                  	b
                  	9.02
                  	c
                  	0.65
                  	c
                  	5.25
                  	c
                

                
                  	EEx:
                  	1,19 
                  	0,04 
                  	0,06 
                  	0,49 
                  	0,89 
                  	0.11 
                  	0.02
                  	0.07
                

              
            

          

        

      

      

      
        Medias
          con letras distintas para el mismo suelo difieren entre sí, según 
          Prueba de Rangos Múltiples de Duncan (P<0,05). EEx: error estándar de
          la media

      

      A diferencia del Vivero Playa Duaba, en Cabacú los mejores resultados se obtuvieron con la combinación G. cubense - A. chroococcum cepa CDM-2, la cual superó de forma significativa al resto de los 
        tratamientos en todos los indicadores evaluados. En los tratamientos 
        inoculados con R. irregularis y F. mosseae se alcanzaron 
        valores similares o inferiores al control en todos los indicadores 
        evaluados, a excepción del área foliar donde superaron al control. En 
        todos los casos el tratamiento fertilizado mostró los niveles más bajos.

      Al
        analizar los contenidos de N, P y K en la planta, en el vivero Playa 
        Duaba (suelo ARh), se destacaron los tratamientos de la coinoculación R. irregularis - A. chroococcum CDM-1, con incremento de los contenidos de los tres elementos. En los tratamientos donde se emplearon G. cubense y F. mosseae se alcanzaron niveles intermedios, siendo superiores estadísticamente 
        al control. El control y el tratamiento fertilizado mostraron similitud 
        estadística, obteniendo los valores más bajos.

      En el vivero Cabacú (suelo GFLh) se encontró efecto positivo sobre los contenidos de N, P y K con la combinación de G. cubense - A. chroococcum CDM-2, mientras que los tratamientos donde se emplearon R. irregularis y F. mosseae se obtuvieron valores intermedios, con diferencias significativas entre
        ellos. El control y el tratamiento fertilizado mostraron los niveles 
        más bajos; sin embargo, el abonado orgánico (control) superó a la 
        fertilización con NPK.

      Con relación a los indicadores de la 
        micorrización, en el vivero Playa Duaba (suelo ARh) el control mostró 
        niveles de colonización similares a los obtenidos por los tratamientos 
        micorrizados (Figura 2); sin embargo, al analizar la IC la cepa de R. irregularis superó a todos los tratamientos, de forma similar a como se observó en 
        el estudio del desarrollo vegetativo. Este comportamiento fue similar al
        observado en el análisis de la abundancia de las esporas, indicador en 
        el que todos los tratamientos alcanzaron valores elevados.

      En el 
        vivero Cabacú (suelo GFLh) se observó un comportamiento similar al 
        obtenido en el análisis del desarrollo vegetativo, para los tres 
        indicadores evaluados; sin embargo, la coinoculación G. cubense - A. chroococcum CDM-2 superó de forma significativa a todos los tratamientos.

      En
        el análisis conjunto de las variables evaluadas se observó que cuando 
        se emplea el suelo ARh (vivero Playa Duaba), el mejor tratamiento 
        resultó ser la coinoculación de R. irregularis - A. chroococcum CDM-1, mientras que con el suelo GFLh (vivero Cabacú) la combinación de G. cubense - A. chroococcum CDM-2 fue con la que se obtuvo los mejores resultados. En estos 
        tratamientos, la coinoculación de los microorganismos indujo en las 
        plantas un mejor aprovechamiento de nutrimentos, incremento de la 
        superficie fotosintética (área foliar) y mayor acumulación de biomasa 
        (masa seca total). 

      
        
          
             
          
        

      

      Medias con 
        letras distintas para el mismo suelo difieren entre sí, según Prueba de 
        Rangos Múltiples de Duncan (p≤0,05). Las líneas verticales sobre las 
        barras indican la desviación estándar. Control (C), G. cubense (Gc), R. irregularis (Ri), F. mosseae (Fm)

      Figura 2.  Indicadores micorrícicos, 
        colonización e intensidad de la colonización (%IC) (A y B) y abundancia 
        de esporas (C y D) en las raíces de las plantas de cocotero ecotipo 
        Indio Verde-1 inoculadas con tres cepas de HMA en los viveros de Playa 
        Duaba (A y C) y Cabacú (B y D)

    
    
      Discusión

       ⌅
      En
        los suelos empleados para la preparación del sustrato en ambos viveros 
        se encontraron niveles elevados de propágulos de HMA residentes (923,33 y
        2676,67 esporas de HMA g-1 en los suelos ARh y GFLh, respectivamente, tabla 1), similares a los encontrados por otros autores en agroecosistemas similares, no disturbados (47, 48). Se observó un efecto de la simbiosis micorrícica sobre los diferentes indicadores evaluados.

      El análisis de los resultados de la interacción HMA-A. chroococcum permite plantearse que es posible que la coinoculación pudo haber roto 
        las barreras impuestas por la competencia de las cepas de HMA inoculadas
        con las autóctonas debido a que Azotobacter libera metabolitos 
        activos que permiten el crecimiento del hongo. Además, modula la 
        expresión de proteínas específicas activas que juegan un papel 
        importante en la fisiología y establecimiento de la simbiosis, ya que 
        estimulan la esporulación durante el estado vegetativo. Por otro lado, 
        estas proteínas regulan la síntesis de ATP y amonio, que pueden ser 
        empleadas en los procesos de absorción activa de fuentes de nitrógeno 
        orgánico e inorgánico por el micelio, energía que también es utilizada 
        por el hongo para su crecimiento (49).
        De forma similar a los resultados del presente trabajo, otros autores 
        han observado que la inoculación conjunta de tres PGPR (A. chroococum, B. megaterium y B. mucilaginous) con dos HMA resultaron en el incremento de la colonización micorrícica (50).

      El cocotero es un cultivo que de forma natural establece simbiosis con los HMA (51) y se asocia con bacterias del género Azotobacter (36, 52),
        lo cual se evidenció en las plantas crecidas dentro de los controles 
        evaluados (S-H-FC 1:1:1 y NPK 100%) los cuales no se inocularon, por lo 
        que las poblaciones cuantificadas de ambos grupos microbianos, 
        correspondieron a las autóctonas.

      La respuesta positiva en 
        relación al incremento de los contenidos de N, P y K en la parte aérea 
        de las plantas con resultados de los tratamientos R. irregularis - A. chroococum CDM-1 y G. cubense - A. chroococum CDM-2, superiores a los controles NPK 100 % y 1:1:1 de S-H-FC pudiera 
        estar dada por el efecto combinado del abono orgánico con la 
        coinoculación de Azotobacter chroococum y las cepas de HMA. Se 
        conoce que los abonos orgánicos mejoran las propiedades físicas de los 
        suelos por diferentes mecanismos (53), permitiendo mayor disponibilidad de los nutrientes, lo que favorece un mejor desarrollo de las plantas (54)
        y, por consiguiente, pudo incrementar la cantidad y calidad de los 
        exudados radicales y con ello el establecimiento de las cepas de A. chroococum y de HMA más eficientes para cada suelo.

      A. chroococum produce la secreción de fitohormonas que favorecen el crecimiento 
        radical de las plantas, permitiendo mayor absorción de agua y absorción 
        de nutrientes, además, posee la capacidad de solubilizar el fósforo, 
        fijar nitrógeno atmosférico y hacer disponible el Fe a través de la 
        producción de sideróforos (29).
        De esta forma, las plantas pueden disponer de mayor contenido de 
        nutrientes obtenido a través del proceso de fijación de nitrógeno, pues 
        el Fe constituye un cofactor importante para este mecanismo biológico (55).

      Resultados
        experimentales evidencian que la estimulación por las rizobacterias 
        promotoras del crecimiento vegetal es el resultado de varios mecanismos 
        que actúan de forma conjunta y se activan simultáneamente. Las simbiosis
        de las plantas con los microorganismos del suelo confieren beneficios 
        energéticos debido a la mejora de la nutrición de las plantas; el 
        suministro de N y P del simbionte microbiano a la planta depende de la 
        disponibilidad de ATP en el simbionte microbiano, que está regulada por 
        su demanda de compuestos de carbono (56).

      Es
        conocido que los HMA promueven el crecimiento vegetal por diferentes 
        mecanismos, entre los que se encuentran la mejora del estatus hídrico (57)
        y el aumento de la absorción de elementos minerales presentes en el 
        suelo, fundamentalmente los de difusión limitada como el P (34), el Zn y el Cu (58).
        Se plantea que puede existir una necesidad diferenciada en base a la 
        demanda nutricional de la propia cepa de HMA inoculada, lo cual pudiera 
        constituir una posible explicación a los resultados observados (59). 

      En sentido general, los resultados pudieron estar condicionados por la relación que se establece entre A. chroococcum y los HMA. Las cepas de Azotobacter inoculadas, al establecerse en el sustrato, pudieron producir 
        fitohormonas que estimularon el crecimiento de las raíces en las 
        plantas, induciendo la secreción de exudados radicales que permitieron 
        la colonización de la cepa de HMA, según el tipo de suelo utilizado en 
        el sustrato (60). Por otra parte, el pH que poseían los sustratos estaba en el rango óptimo para el crecimiento de Azotobacter, lo que favoreció el establecimiento de esta bacteria (61).
        A estos valores de pH, la bacteria pudo haber solubilizado los fosfatos
        insolubles lo que, al parecer, resultó favorable para el 
        establecimiento de las cepas de HMA, teniendo en cuenta que este es uno 
        de los factores que regula su establecimiento y funcionamiento (62). 

      Las
        diferentes especies de HMA estudiadas respondieron al sustrato en 
        dependencia del suelo que lo conformó. Se observó un efecto en función 
        de los altos niveles de propágulos autóctonas existentes, a pesar de 
        poseer similitud en el pH, así como en el contenido de materia orgánica y
        en la relación C/N, lo que indicó que otras propiedades físico-químicas
        y biológicas de los sustratos pudieran estar influyendo en la respuesta
        diferencial de los HMA observadas, por lo que se hace necesario 
        profundizar los estudios de inoculación micorrícica en estos suelos, ya 
        que no existían resultados anteriormente publicados.

      El micelio 
        extraradical de los HMA puede traslocar de forma efectiva los productos 
        de la actividad de las rizobacterias, cuando conviven en la rizosfera de
        las plantas, por lo que la respuesta de las mismas a la simbiosis 
        micorrícica involucra la acción, también, de los microorganismos 
        rizosféricos en su conjunto (63).

      En la interacción HMA- Azotobacter se favoreció el incremento de los niveles de absorción de nutrimentos 
        como nitrógeno, fósforo y potasio y su translocación hacia el interior 
        de la planta, con el incremento de la capacidad fotosintética y, por 
        consiguiente, el aumento en los indicadores morfológicos evaluados, que 
        permitieron la disminución del período de permanencia en el vivero.

      En
        todos los casos, los tratamientos donde se obtuvieron los mejores 
        resultados indican, además, que debió ocurrir una mayor capacidad de 
        captación de energía solar para llevar a cabo la fotosíntesis, al 
        mostrar mayor número de hojas y área foliar. Se ha observado que los HMA
        mejoran significativamente la tasa fotosintética y aumentan el 
        contenido de clorofila (64, 34), lo que provocaría un elevado impacto sobre la tasa de crecimiento.

      Se
        ha referido el efecto beneficioso en el crecimiento vegetal cuando se 
        emplean inoculantes compuestos por bacterias fijadoras de nitrógeno y 
        HMA, combinados con abonos orgánicos, con la reducción de los niveles de
        fertilizantes minerales empleados (58).

      En
        una investigación realizada en posturas de cocotero con el uso de los 
        HMA, se encontró un efecto positivo sobre el número, volumen y masa seca
        de las raíces primarias, secundarias, terciarias y cuaternarias, a 
        partir del cuarto mes posterior a la inoculación, lo cual mejoró la 
        eficiencia en la absorción de agua y nutrientes e indujo incrementos en 
        el perímetro de la base del tallo y la masa seca de la parte aérea a 
        partir del sexto mes (65). 

      Se ha demostrado en otros cultivos la acción positiva de las interacciones entre HMA y PGPR sobre la promoción del crecimiento (22, 23, 66), así como la de estos grupos microbianos y abonos orgánicos (67);
        sin embargo, estudios similares no se han realizado en coco con 
        anterioridad, en el cual solo se habían empleado de forma independiente.
        Contar con resultados de la coinoculación de los HMA y Azotobacter en este cultivo permite potenciar el uso de los mismos y, de esta forma
        posibilitar la obtención de posturas de calidad, y por consiguiente, 
        lograr el incremento de los rendimientos. 

      El estudio combinado de
        fuentes orgánicas, HMA y bacterias fijadoras de nitrógeno han 
        demostrado que las fuentes combinadas proporcionan un ambiente adecuado 
        para el crecimiento de las plantas en una etapa temprana (57).

      Las
        prácticas de agricultura orgánica con enfoque en la construcción de 
        bases de fertilidad biológica del suelo a través de la aplicación de 
        insumos orgánicos y bioproductos, como los HMA y PGPR (Azotobacter), permiten la producción sostenible de coco, de una manera respetuosa con el medio ambiente. 

    
    
      Conclusiones

       ⌅
      Teniendo en cuenta los resultados se puede concluir que la coinoculación de R. irregularis con la cepa de A. chroococcum CDM-1 permite la obtención de posturas de coco de alta calidad para 
        emplearse en el Vivero Playa Duaba con suelo ARh, mientras que la 
        combinación de G. cubense y A. chroococcum CDM-2 muestran 
        los mejores indicadores para el Vivero Cabacú con suelo GFh, ambos 
        empleando como sustrato la combinación de S-H-FC (4:1:1), lo cual 
        permite optimizar el empleo de los abonos orgánicos locales. Se 
        demuestra el efecto promotor del crecimiento de los HMA y Azotobacter combinado con abonos orgánicos para la obtención de posturas de coco.
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  Abstract

  
    The
      coconut is a widely spread crop, with importance in food, cosmetics and
      industry; however, its production is affected, among other factors, by 
      the aging of the plantations, which affects productivity levels, for 
      which it is essential to obtain quality postures for the repopulation of
      the production areas. With the aim of studying the combined effect of 
      arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and Azotobacter strains in the
      production of high-quality coconut seedlings, an experiment was carried
      out in two nurseries in Baracoa, Guantánamo, Cuba, of which two 
      repetitions in time. The domesticated coconut ecotype "Indio Verde-1" 
      was used in two soils, Arenosol háplico (ARh) and Gleysol Flúvico 
      háplico (GFLh), with the inoculation of three strains of AMF (Glomus cubense, Rhizophagus irregularis and Funneliformis mosseae) and two of A. chroococcum (CDM-1 isolated from ARh soil and CDM-2 from GFLh soil). A differential
      response of AMF species was observed in both soils. The inoculation 
      with R. intraradices favored the increase of the variables seed 
      germination, height, stem diameter and number of leaves, in the ARh soil
      when its inoculation was combined with the strain A. chroococcum CDM-1, while G. cubense was the best soil treatment GFLh, combined with A. chroococcum CDM-2. Although high levels of autochthonous AMF strains were 
      quantified in both soils (control), the inoculated strains proved to be 
      more efficient than these for obtaining quality seedlings.
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      Introduction

       ⌅
      The coconut palm is a crop with a wide range of uses, which makes it a unique plant. It has applications in the food industry (1, 2), as an oil substitute and sweetener (3), as well as for its high nutritional value (4, 2). It also has wide applications in the cosmetic industry (5-7), in the timber and handicraft industries (8). By-products such as fiber are used in agriculture for the preparation of substrates (9, 10), and in the livestock industry for the preparation of feed additives (11). It also has important applications in medicine for skin diseases (12-14), cardiovascular diseases (15-17) and multiple sclerosis (18).
        Its use has spread to more than 94 countries around the world, 
        providing livelihoods for millions of people in the Asia-Pacific regions
        (19).
        However, in most of these countries there is an aging of plantations 
        that constitutes the main limitation for obtaining high yields (20),
        an effect that is also observed in Cuban plantations. This produces 
        economic effects for the producers and for the companies that use its 
        derivatives, such as coconut oil, since they have to import it from an 
        external market. Because of this, it is necessary to apply technologies 
        for the production of quality seedlings, as a crucial step to obtain 
        vigorous and productive populations. The quality of the planting 
        material determines to a great extent the final yields of the coconut, 
        being the basis for a successful production (21).

      The
        use of microorganisms, active components of biofertilizers, may 
        represent a feasible alternative technology to improve plant yields (22, 23).
        Effective formulations of agriculturally important microorganisms such 
        as nitrogen fixers, plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR), and 
        arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) have been developed as valuable 
        inputs for crop production (21).

      AMF
        are the most widely geographically distributed microbial group of all 
        biofertilizing microorganisms with a high adaptation to diverse soil 
        conditions (24).
        They play an important role, contributing most efficiently to seedling 
        survival and growth by playing a crucial role in plant nutrition (25, 26).
        Studies conducted in the rhizosphere of adult coconut plantations have 
        demonstrated the rich diversity of this species, whose roots are 
        colonized by AMF (27). 

      Among the PGPR is the genus Azotobacter. These are free-living associative bacteria, with potentialities among which N fixation and phytohormone production stand out (28). They are also antagonists to soil pathogens (29), as well as inducers of systemic resistance in plants against foliar and root pathogens (30). 

      In crops other than coconut, the joint application of AMF and Azotobacter has been shown to promote plant growth (31, 32), by different mechanisms such as the regulation of plant growth hormones (28) and the improvement of nutrition (26), and constitutes an extremely useful approach for sustainable agriculture, including in ecosystems affected by some stress (33-35).
        The joint use of both microbial groups may constitute a technology for 
        obtaining quality seedlings, leading to rejuvenated plantations with 
        high productivity. 

      For these reasons, the objective of the present work was to study the combined effect of AMF and Azotobacter strains in the production of high quality coconut seedlings in the nursery.

    
    
      Materials and methods

       ⌅
      The
        experiment was developed in the nurseries of Playa Duaba with an 
        Arenosol haplic soil (ARh), and Cabacú with a Gleysol Fluvic haplic soil
        (GFh), both in Baracoa municipality, Guantánamo, Cuba. The substrate 
        used was the combination Soil: Earthworm Humus: Coconut Fiber (S:H:FC), 
        in a 4:1:1 ratio (v/v/v/v), taking into account the results of previous 
        works (36).
        In each nursery, local soil was used to prepare the substrates. As a 
        control, substrates made up of the combination of soil and organic 
        sources were used in the ratio 1:1:1 v/v/v/v as recommended in the 
        Technical Instructions for coconut cultivation (37). Partial characterization of the substrates was carried out (38) and the autochthonous populations of AMF in each type of soil were quantified (39). Table 1 shows the partial characterization of the substrates and the results of
        the quantification of the autochthonous AMF populations of the soils.

      The domesticated ecotype of coconut palm “Indio Verde-1” (40) was used, whose seeds were obtained from healthy mother plants, which were prepared and sown as reported (36).

      Three species of AMF were selected, which came from the stock of the National Institute of Agricultural Sciences (INCA): Glomus cubense, Y. Rodr. and Dalpé (41) strain INCAM-4 (DAOM241198), with 92 spores g-1 of inoculum; Rhizophagus irregularis (Blaszk, Wubet, Renker and Buscot) Walker and Shüβler (42), strain INCAM-11 (DAOM711363), with 73 spores g-1 of inoculum and Funneliformis mosseae, (Nicol. and Gerd.) Walker and Schüßler (42), strain INCAM-2, with 57 spores g-1 inoculum. Inocula were adjusted to ensure 215 spores per seed, (43).
        For the application, the inoculant was mixed with 600 mL of water, in 
        which the seed was immersed, by the part of the notch, using the seed 
        coating method (44) with the referred modification. 

      Table 1.  Partial chemical characterization of substrates and native AMF populations of the soils used

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
              
              
                
                  	Substrate
                  	pH
                  	OM
                  	C/N
                  	Resident AMF populations
                

                
                  	(H2O)
                  	(g kg-1)
                  	 
                  	(spores 50 g-1 soil)
                

              
              
                
                  	Nursery Playa Duaba (ARh)
                

                
                  	S: HL: FC (1:1:1)
                  	7.46
                  	320.4
                  	17.21
                  	923.33
                

                
                  	S: HL: FC (4:1:1)
                  	7.6
                  	214
                  	14.43
                

                
                  	Nursery Cabacú (GFh)
                

                
                  	S: HL: FC (1:1:1)
                  	7.63
                  	344.4
                  	18
                  	2676.67
                

                
                  	S: HL: FC (4:1:1)
                  	7.77
                  	256
                  	16.32
                

              
            

          

        

      

      

      
        Methods: pH (H2O), OM: organic matter; C/O Carbon/Nitrogen ratio (38); Resident AMF populations (39)

      

      All treatments inoculated with AMF were co-inoculated with strains of A. chroococcum belonging to the strain collection of the National Institute for 
        Fundamental Research in Tropical Agriculture (INIFAT), isolated from the
        nurseries that were the object of the study. In the Playa Duaba nursery
        treatments, strain CDM-1 was inoculated and in the Cabacú nursery, 
        strain CDM-2, in both cases, after the inoculation of AMF species, 
        taking into account the results of previous studies (36). The strains were prepared as described in the aforementioned work.

      No
        inoculation of microorganisms was performed in the control. An 
        additional treatment was used, conformed by mineral fertilization (NPK 
        100 %) for which the complete formula 9:13:17 was used at a rate of 45 g
        per seed, fractioned at 33 % at 30 days after sowing (das) and the rest
        at 90 das, to evaluate the effect of AMF with respect to the control of
        complete fertilization (37).

      A
        randomized block design with three replications was used. Each 
        experimental plot within the block contained 20 seeds sown at 0.05 x 
        0.20 m spacing.

      The experiment had a duration of 180 days. At 120 das, the germination velocity index (GVI) was calculated (36), according to the formula:
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      For this variable, the percent increase of the inoculated treatments relative to the control was calculated.

      At
        180 das, fifteen plants per replicate were sampled and height, diameter
        at the stem base, number of leaves, leaf area, and total dry mass were 
        evaluated (36). In the aerial part, N, P and K contents were quantified (45). 

      The quantification of mycorrhizal variables, percentage of colonization (%) (46), and intensity of mycorrhizal colonization (%) and native AMF populations in the rhizosphere, evaluated as number of spores (39), was also carried out. 

      The
        experiment was repeated for two years, using a randomized block design.
        The data were processed by Simple Classification Analysis of Variance 
        and the comparison of means by Duncan's Multiple Range Test with a 
        significance level of 95 %. Data for the variable percentage of 
        mycorrhizal colonization were transformed by the formula arcseno√x. The 
        statistical package STATGRAPHIC version 15.2 was used.

    
    
      Results

       ⌅
      When
        analyzing the results of the different indicators evaluated, no 
        interaction was observed between the repetition factor and time in any 
        of the nurseries, so the means of both repetitions are analyzed. 

      Regarding the GVI, it was observed that co-inoculation with AMF with A. chroococcum strains accelerated the germination process, regardless of the AMF strain inoculated (Figure 1).
        The control and the fertilized treatment (NPK) showed similarities 
        between them, but differences in relation to the inoculated ones, in the
        two soils studied.

      In the Cabacú nursery (GFh soil), higher 
        percentages of increase were observed for the inoculated treatment than 
        those obtained in the Playa Duaba nursery (ARh soil) (71-77 and 28-33, 
        respectively), due to the fact that both the control and the fertilized 
        treatment showed lower values in the latter, which shows that a greater 
        mycorrhizal effect was obtained in the GFh soil.

      
        
          
             
          
        

      

      Means with 
        different letters for the same soil differ from each other, according to
        Duncan's Multiple Range Test (p≤0.05). Vertical lines above the bars 
        indicate standard deviation. AMF: G. cubense (Gc), R. irregularis (Ri) and F. mosseae (Fm). Azotobacter: A. chroococcum, strain CDM-1 in Nursery Playa Duaba (A) and strain CDM-2 in Nursery Cabacú (B)

      Figure 1.  Germination rate index (GRI) of coconut palm seeds, Indio Verde-1 ecotype, inoculated with three AMF and two Azotobacter strains

      When analyzing the results of vegetative development (Table 2),
        a differential response of the AMF strains studied in the two 
        nurseries, corresponding to two types of soil, was observed. In the 
        Playa Duaba nursery, the co-inoculated R. intraradices - A. chroococcum CDM-1 treatment showed significantly higher levels than the rest of the
        variants in all the indicators evaluated (height, stem diameter, number
        of leaves, leaf area and total dry mass). With the use of G. cubense and F. mosseae,
        values of height, stem diameter and leaf area were statistically 
        similar to those of the control; however, in the rest of the indicators 
        it was lower than the control. The fertilized treatment showed the 
        lowest levels in all indicators.

      Table 2.  Vegetative development and foliar 
        nutrient content of coconut seedlings, ecotype Indio Verde-1, inoculated
        with three strains of AMF and two strains of A. chroococcum (CDM-1 at nursery Playa Duaba and CDM-2 at Cabacú) 

      
        
          
            
              
              
              
              
              
              
              
              
              
              
              
              
                
                  	Treatments
                  	Height 
                  	Stem diameter 
                  	Number of leaves 
                  	Leaf area 
                  	Total dry mass 
                  	N 
                  	P 
                  	K 
                

                
                  	(cm) 
                  	(cm) 
                  	(m2 plant--1) 
                  	(g plant-1) 
                  	(g plant-1) 
                

                
                  	Nursery Playa Duaba
                

              
              
                
                  	Control
                  	108.77
                  	b
                  	3.02
                  	b
                  	3.11
                  	d
                  	1119.81
                  	b
                  	139.80
                  	c
                  	7.60
                  	D
                  	0.66
                  	c
                  	4.88
                  	C
                

                
                  	NPK
                  	104.31
                  	c
                  	2.81
                  	c
                  	2.93
                  	e
                  	1111.81
                  	c
                  	140.69
                  	c
                  	7.50
                  	D
                  	0.63
                  	c
                  	4.92
                  	C
                

                
                  	G. cubense
                  	107.74
                  	b
                  	3.02
                  	b
                  	3.98
                  	b
                  	1120.71
                  	b
                  	167.29
                  	b
                  	8.51
                  	B
                  	0.77
                  	b
                  	5.74
                  	B
                

                
                  	R. intraradices
                  	115.19
                  	a
                  	3.21
                  	a
                  	4.24
                  	a
                  	1380.00
                  	a
                  	283.01
                  	a
                  	15.61
                  	A
                  	1.70
                  	a
                  	10.14
                  	A
                

                
                  	F. mosseae
                  	108.72
                  	b
                  	2.97
                  	b
                  	3.71
                  	c
                  	1119.41
                  	b
                  	166.36
                  	b
                  	8.14
                  	C
                  	0.75
                  	b
                  	5.57
                  	b
                

                
                  	SEx:
                  	1.18 
                  	0.04 
                  	0.05 
                  	0.49 
                  	0.89 
                  	0.1 
                  	0.02 
                  	0.07 
                

                
                  	Nursery Cabacú
                

                
                  	Control
                  	108.54
                  	b
                  	2.98
                  	b
                  	2.93
                  	c
                  	1110.06
                  	b
                  	145.42
                  	c
                  	8.66
                  	D
                  	0.70
                  	c
                  	4.99
                  	d
                

                
                  	NPK
                  	97.70
                  	c
                  	2.41
                  	d
                  	2.82
                  	c
                  	1085.70
                  	d
                  	143.80
                  	c
                  	7.43
                  	E
                  	0.36
                  	d
                  	4.7
                  	e
                

                
                  	G. cubense
                  	117.55
                  	a
                  	4.19
                  	a
                  	4.31
                  	a
                  	1338.69
                  	a
                  	269.01
                  	a
                  	15.36
                  	A
                  	1.16
                  	a
                  	9.07
                  	a
                

                
                  	R. intraradices
                  	109.02
                  	b
                  	3.03
                  	b
                  	4.20
                  	a
                  	1110.06
                  	b
                  	159.41
                  	b
                  	10.00
                  	B
                  	0.96
                  	b
                  	5.87
                  	b
                

                
                  	F. mosseae
                  	95.81
                  	c
                  	2.68
                  	c
                  	3.13
                  	b
                  	1108.42
                  	c
                  	157.31
                  	b
                  	9.02
                  	C
                  	0.65
                  	c
                  	5.25
                  	c
                

                
                  	SE x:
                  	1.19 
                  	0.04 
                  	0.06 
                  	0.49 
                  	0.89 
                  	0.11 
                  	0.02 
                  	0.07
                

              
            

          

        

      

      

      
        Means
          with different letters for the same soil differ from each other, 
          according to Duncan's Multiple Range Test (P<0.05). SE x: standard 
          error of mean

      

      Unlike the Playa Duaba nursery, in Cabacú the best results were obtained with the combination G. cubense - A. chroococcum strain CDM-2, which significantly outperformed the rest of the 
        treatments in all the indicators evaluated. The treatments inoculated 
        with R. irregularis and F. mosseae achieved values similar
        to or lower than the control in all the indicators evaluated, with the 
        exception of leaf area, where they exceeded the control. In all cases, 
        the fertilized treatment showed the lowest levels.

      When analyzing the contents of N, P and K in the plant, in the Playa Duaba nursery (ARh soil), the R. irregularis - A. chroococcum CDM-1 co-inoculation treatments stood out, with an increase in the contents of the three elements. In the treatments where G. cubense and were used, intermediate levels were reached, being statistically 
        superior to the control. The control and the fertilized treatment showed
        statistical similarity, obtaining the lowest values.

      In the Cabacú nursery (GFLh soil), the combination of G. cubense - A. chroococcum CDM-2 had a positive effect on N, P and K contents, while the treatments using R. irregularis and F. mosseae obtained intermediate values, with significant differences between 
        them. The control and the fertilized treatment showed the lowest levels;
        however, the organic fertilizer (control) outperformed the NPK 
        fertilization.

      Regarding mycorrhization indicators, in the Playa 
        Duaba nursery (ARh soil) the control showed similar colonization levels 
        to those obtained by the mycorrhized treatments (Figure 2); however, when analyzing the CI, the R. irregularis strain surpassed all treatments, similar to what was observed in the 
        vegetative development study. This behavior was similar to that observed
        in the analysis of spore abundance, an indicator in which all 
        treatments reached high values.

      In Cabacú nursery (GFLh soil), a 
        behavior similar to that obtained in the analysis of vegetative 
        development was observed for the three indicators evaluated; however, 
        the co-inoculation G. cubense - A. chroococcum CDM-2 significantly outperformed all treatments.

      In
        the joint analysis of the variables evaluated, it was observed that 
        when using the ARh soil (Playa Duaba nursery), the best treatment was 
        the co-inoculation of R. irregularis - A. chroococcum CDM-1, while with the GFLh soil (Cabacú nursery) the combination of G. cubense - A. chroococcum CDM-2 was the one with which the best results were obtained. In these 
        treatments, the co-inoculation of the microorganisms induced in the 
        plants a better utilization of nutrients, an increase in photosynthetic 
        surface (leaf area) and a greater accumulation of biomass (total dry 
        mass). 

      
        
          
             
          
        

      

      Means with 
        different letters for the same soil differ from each other, according to
        Duncan's Multiple Range Test (p≤0.05). Vertical lines above the bars 
        indicate standard deviation. Control (C), G. cubense (Gc), R. irregularis (Ri), F. mosseae (Fm)

      Figure 2.  Mycorrhizal indicators, colonization 
        and intensity of colonization (%IC) (A and B) and spore abundance (C and
        D) in the roots of Indio Verde-1 ecotype coconut palm plants inoculated
        with three AMF strains in the nurseries of Playa Duaba (A and C) and 
        Cabacú (B and D)

    
    
      Discussion

       ⌅
      In
        the soils used for substrate preparation in both nurseries, high levels
        of resident AMF propagules were found (923.33 and 2676.67 AMF spores 
        g-1 in ARh and GFLh soils, respectively, Table 1), similar to those found by other authors in similar, undisturbed agroecosystems (47, 48). An effect of mycorrhizal symbiosis on the different indicators evaluated was observed.

      The analysis of the results of the AMF-A. chroococcum interaction suggests that it is possible that the co-inoculation could 
        have broken the barriers imposed by the competition of the inoculated 
        AMF strains with the autochthonous strains because Azotobacter releases active metabolites that allow the growth of the fungus. In 
        addition, it modulates the expression of specific active proteins that 
        play an important role in the physiology and establishment of the 
        symbiosis, since they stimulate sporulation during the vegetative state.
        On the other hand, these proteins regulate the synthesis of ATP and 
        ammonium, which can be used in the processes of active absorption of 
        organic and inorganic nitrogen sources by the mycelium, energy that is 
        also used by the fungus for its growth (49). Similar to the results of the present work, other authors have observed that joint inoculation of three PGPR (A. chroocococum, B. megaterium, and B. mucilaginous) with two AMF resulted in increased mycorrhizal colonization (50).

      Coconut is a crop that naturally establishes symbiosis with AMF (51) and is associated with bacteria of the genus Azotobacter (36, 52),
        which was evidenced in plants grown within the evaluated controls 
        (S-H-FC 1:1:1 and NPK 100 %) which were not inoculated, so that the 
        quantified populations of both microbial groups corresponded to the 
        autochthonous ones.

      The positive response in relation to the 
        increase of N, P and K contents in the aerial part of the plants with 
        results of the treatments R. irregularis - A. chroocococum CDM-1 and G. cubense - A. chroocococum CDM-2, superior to the NPK 100 % and 1:1:1 controls of S-H-FC could be 
        due to the combined effect of the organic fertilizer with the 
        co-inoculation of Azotobacter chroocococum and AMF strains. It is known that organic fertilizers improve the physical properties of soils by different mechanisms (53), allowing greater availability of nutrients, which favors better plant development (54) and, consequently, could increase the quantity and quality of root exudates and thus the establishment of the most efficient A. chroocococum and AMF strains for each soil.

      A. chroocococum produces the secretion of phytohormones that favor plant root growth, 
        allowing greater water absorption and nutrient absorption, in addition, 
        it has the capacity to solubilize phosphorus, fix atmospheric nitrogen 
        and make Fe available through the production of siderophores (29).
        In this way, plants can have a higher content of nutrients obtained 
        through the nitrogen fixation process, since Fe constitutes an important
        cofactor for this biological mechanism (55).

      Experimental
        results show that stimulation by plant growth-promoting rhizobacteria 
        is the result of several mechanisms that act together and are activated 
        simultaneously. Plant symbioses with soil microorganisms confer 
        energetic benefits due to improved plant nutrition; the supply of N and P
        from the microbial symbiont to the plant depends on the availability of
        ATP in the microbial symbiont, which is regulated by its demand for 
        carbon compounds (56).

      It is known that AMF promote plant growth by different mechanisms, among which are the improvement of water status (57) and the increased uptake of mineral elements present in the soil, mainly those of limited diffusion such as P (34), Zn, and Cu (58).
        It is suggested that there may be a differentiated need based on the 
        nutritional demand of the inoculated AMF strain itself, which could be a
        possible explanation for the observed results (59).

      In a general sense, the results could be conditioned by the relationship established between A. chroococcum and AMF. The inoculated Azotobacter strains, when established in the substrate, were able to produce 
        phytohormones that stimulated root growth in plants, inducing the 
        secretion of radical exudates that allowed the colonization of the AMF 
        strain, depending on the type of soil used in the substrate (60). On the other hand, the pH of the substrates was in the optimal range for the growth of Azotobacter, which favored the establishment of this bacterium (61).
        At these pH values, the bacteria could have solubilized insoluble 
        phosphates, which apparently was favorable for the establishment of AMF 
        strains, considering that this is one of the factors that regulates 
        their establishment and functioning (62). 

      The
        different AMF species studied responded to the substrate depending on 
        the soil that formed it. An effect was observed depending on the high 
        levels of existing autochthonous propagules, in spite of having 
        similarity in pH, as well as in the organic matter content and in the 
        C/N ratio, which indicated that other physicochemical and biological 
        properties of the substrates could be influencing the differential 
        response of the AMF observed, so it is necessary to deepen the studies 
        of mycorrhizal inoculation in these soils, since there were no 
        previously published results.

      The extraradical mycelium of AMF can
        effectively translocate the products of rhizobacterial activity when 
        they coexist in the rhizosphere of the plants, so that their response to
        mycorrhizal symbiosis also involves the action of rhizospheric 
        microorganisms as a whole (63).

      The
        AMF-Azotobacter interaction favored an increase in the levels of 
        absorption of nutrients such as nitrogen, phosphorus and potassium and 
        their translocation to the interior of the plant, with an increase in 
        photosynthetic capacity and, consequently, an increase in the 
        morphological indicators evaluated, which allowed a reduction in the 
        period of permanence in the nursery.

      In all cases, the treatments 
        where the best results were obtained also indicate that a greater 
        capacity to capture solar energy to carry out photosynthesis must have 
        occurred, as they showed a greater number of leaves and leaf area. It 
        has been observed that AMF significantly improve photosynthetic rate and
        increase chlorophyll content (64, 34), which would have a high impact on growth rate.

      The
        beneficial effect on plant growth has been reported when using 
        inoculants composed of nitrogen-fixing bacteria and AMF, combined with 
        organic fertilizers, with the reduction of the levels of mineral 
        fertilizers used (58).

      In
        a research carried out in coconut postures with the use of AMF, it was 
        found a positive effect on the number, volume and dry mass of primary, 
        secondary, tertiary and quaternary roots, from the fourth month after 
        inoculation, which improved the efficiency in the absorption of water 
        and nutrients and induced increases in the perimeter of the base of the 
        stem and the dry mass of the aerial part from the sixth month (65). 

      The positive action of interactions between AMF and PGPR on growth promotion has been demonstrated in other crops (22, 23, 66), as well as that of these microbial groups and organic fertilizers (67);
        however, similar studies have not been carried out in coconut before, 
        where they had only been used independently. Having results of the 
        co-inoculation of AMF and Azotobacter in this crop makes it 
        possible to enhance the use of these microbes and, thus, make it 
        possible to obtain quality seedlings and, consequently, to increase 
        yields. 

      The combined study of organic sources, AMF and 
        nitrogen-fixing bacteria has shown that the combined sources provide a 
        suitable environment for plant growth at an early stage (57).

      Organic
        farming practices with a focus on building biological soil fertility 
        bases through the application of organic inputs and bioproducts, such as
        AMF and PGPR (Azotobacter), allow for sustainable coconut production in an environmentally friendly manner. 

    
    
      Conclusions

       ⌅
      Considering the results, it can be concluded that the co-inoculation of R. irregularis with the A. chroococcum CDM-1 strain allows obtaining high quality coconut seedlings to be used
        in the Playa Duaba Nursery with ARh soil, while the combination of G. cubense and A. chroococcum CDM-2 show the best indicators for the Cabacú Nursery with GFh soil, 
        both using as substrate the combination of S-H-FC (4:1:1), which allows 
        optimizing the use of local organic fertilizers. The growth promoting 
        effect of AMF and Azotobacter combined with organic fertilizers to obtain coconut seedlings is demonstrated.
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