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Evaluación la infectividad de Glomus cubense en formulación líquida sometida a diferentes presiones hidráulicas
Resumen 

Con el objetivo de comprobar la infectividad de Glomus cubense en formulación líquida sometida a diferentes presiones hidráulicas se condujo un experimento en condiciones controladas. Las esporas de HMA se expusieron a 3 presiones diferentes (Presión I: 1,5; Presión II: 3 y Presión III: 5 bares respectivamente) durante 1 minuto y finalmente se inocularon en semillas de sorgo y maíz a razón de 1 mL por planta. Las plantas crecieron durante 30 días y se evaluaron indicadores fúngicos y variables relacionadas con el crecimiento y desarrollo. El efecto de las diferentes presiones no afectó morfológicamente a las estructuras fúngicas. Se encontró una respuesta positiva de la inoculación en las plantas de sorgo y maíz al existir diferencias significativas con relación a las plantas no inoculadas. Estos resultados demuestran que es posible la inclusión del inoculante líquido mediante los sistemas de fertirriego. 
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Abstract

In order to confirm Glomus cubense infectivity in liquid formulation subjected to different hydraulic pressures, an experiment under controlled conditions was conducted. AMF spores were exposed to 3 different pressures (Pressure I: 1.5, Pressure II: 3 and Pressure III: 5 bars respectively) for 1 minute and finally inoculated in seeds of sorghum and corn at a rate of 1 mL per plant. The plants grew for 30 days and fungal indicators and variables related to growth and development were evaluated. The effect of different pressures didn’t affect the fungal structures morphologically. A positive response of inoculation on sorghum and corn plants was found with significant differences in relation to non-inoculated plants. These results show that it is possible to include the liquid inoculant through fertigation systems.
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Introducción 
Los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) representan un grupo de microorganismos edáficos que, por sus efectos directos en la nutrición mineral; especialmente fósforo y nitrógeno (1,2), la inducción de tolerancia frente a condiciones de estrés biótico (patógenos) y abiótico (sequía y salinidad) (3,4), su participación en los procesos de fitorremediación (5,6) y su contribución en la estabilidad de los agregados del suelo (7), se emplean en la producción de inoculantes.  
Por condición 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 multiplicación (9) y en la actualidad se formulan como productos comerciales  (sólidos, granulados y líquidos), pero las experiencias prácticas han demostrado que la aplicación de cada inoculante depende del tipo de cultivo y condiciones para su manejo, siendo uno de los retos inmediatos la obtención de productos que se ajusten a cualquier sistema agrícola (10).
La experiencia cubana con el manejo de la simbiosis micorrízica, utilizando portadores sólidos, ha aportado valiosos resultados durante más de 20 años de estudios sostenidos con estos simbiontes, en los cuales se ha establecido como principios: la inoculación de especies eficientes de HMA y el efecto del tipo de suelo en la selección de dichas cepas en correspondencia con el balance de nutrientes (11). 
En la década de los 2000, se formuló un inoculante líquido a base de dichos hongos con el propósito de garantizar la aplicación de los HMA mediante el fertirriego, pero para ello se hace necesario conocer si las estructuras fúngicas mantienen su integridad una vez que son expuestas a las presiones de dichos sistemas. Por tal motivo, el objetivo de este estudio fue comprobar la infectividad de Glomus cubense en formulación líquida sometida a diferentes presiones hidráulicas. 

Materiales y Métodos 

Condiciones Experimentales Generales 

El experimento se realizó en condiciones controladas en el laboratorio de Fisiología y Bioquímica Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias Agrícola (INCA), San José de la Lajas, provincia Mayabeque con una temperatura promedio que osciló entre los ±18-25 °C, humedad relativa del 75 % y el fotoperiodo se ajustó a 16 horas luz/8 horas oscuridad durante 30 días (Julio y Agosto) del 2016. 

La arcilla se esterilizó en autoclave a 121 ºC durante dos horas, en ciclos de tres días seguidos y se clasificó como Gleysol Vértico húmico carbonatado (12) y algunas de sus características químicas así como el contenido de esporas de HMA residentes se muestran en la Tabla I. 

Tabla I. Características químicas y contenido de esporas de HMA residentes de la arcilla empleada en el experimento. 

	pH
	MO

(%)
	P2O5
(mg 100g-1)
	Ca2+
	Mg2+
	K+
	Na+
	CCB
	Esp. HMA 50 g suelo-1

	
	
	
	(cmolc kg-1)
	
	

	7,1
	2,64
	14,8
	12,5
	3,7
	0,48
	0,10
	16,78
	104


Determinaciones químicas: pH en H2O, Potenciometría; Materia Orgánica (MO), Walkley Black (13); Fósforo (P2O5), Oniani; Cationes, Ca2+, Mg2+ (Compejometría), Na+ y K+ (Fotometría de llama); Esporas de HMA, Gerdemann y Nicholson (14)

MO: Materia orgánica; CCB: Capacidad de cambio de bases, Esp. HMA: número de esporas de HMA en 50 gramos de suelo seco.

Obtención del Material Fúngico para el Inoculante Líquido

La cepa INCAM-4 de Glomus cubense (Y. Rodr. & Dalpé)  (15), procedente de la colección de cepas del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA) de Cuba se reprodujo en una arcilla estéril con plantas de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench cv. 'CIAP 1322') y 90 días posterior a la siembra, se eliminó la parte aérea y el sustrato con las raíces micorrizadas se utilizó como fuente de inoculante. El material se homogenizó manualmente, se secó a temperatura ambiente y almacenó durante 15 semanas a 4 °C.

Para el aislamiento de las esporas se tomaron 50 g de dicho material y se realizó un tamizado húmedo (15), de la pasta obtenida por mezcla del sólido con agua, entre dos tamices (40 y 400 μm de luz) con la adición de agua para facilitar el proceso. El residuo remanente se recogió en el tamiz de 40 μm, con una espátula se pasó a un tubo de centrífuga en el cual se mezcló con solución de sacarosa (720 g de sacarosa y 20 g de Tween 80 L-1) y se centrifugó a 2000 rpm durante cinco minutos. Posteriormente se decantó la fracción líquida con los propágulos fúngicos que se depositaron en tubos eppendorf de 1,5 mL, con 300 μL de solución Ringer para conservarlos hasta el momento de la desinfección. Un litro de la solución Ringer contenía NaCl 7,5 g, KCl 0,75 g, CaCl2 0,1 g y NaHCO3 0,1 g.
Los propágulos fúngicos se pusieron en contacto con una solución 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 solución de antibióticos que contenía sulfato de estreptomicina (0,02 %) y sulfato de gentamicina (0,01 %) por igual tiempo (16). Finalmente, se lavaron con agua destilada estéril y se conservaron en una solución osmoprotectora (Polietilenglicol 6000) al 10 %. Las esporas contenidas en dicha solución osmoprotectora se expusieron durante a 1 minuto a 3 presiones diferentes (1,5; 3 y 5 bares respectivamente) en una cámara de presión Scholander,  Soil Moisture, Modelo P80 L08. Posteriormente se observaron al estereoscopio (Carl Zeiss, Stemi 2000-C/50x) para evaluar si se produjo alguna modificación en su estructura (eclosión) y finalmente se inoculó 1 mL por semilla con una concentración de 20 esporas por mL. La aplicación del inoculante líquido se realizó en el momento se la siembra. 
Material Vegetal 
Se emplearon semillas de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench cv. 'CIAP 1322') y maíz (Zea mais L. cv. 'VSF-6'), con un 96 y 94 % de germinación respectivamente, se desinfectaron con una solución comercial de hipoclorito de sodio (10 %) durante 10 minutos y se sembraron en macetas de 250 cm3 de capacidad que contenían arcilla estéril, a razón de tres semillas. A los siete días posterior a la emergencia de las plantas se realizó un raleo dejando una planta por maceta. El riego se aplicó manualmente, en correspondencia con las necesidades hídricas de las plantas y a los 10 días posterior a la siembra se aplicaron 20 mL de solución nutritiva Long Ashton por maceta (modificada con 22 µg mL-1 de fósforo para los tratamientos inoculados) (17) (Tabla II).
Tabla II: Composición química de la solución nutritiva Long Ashton.

	Solución Nutritiva Long Ashton 

	Nutrientes
	mL L -1

	KNO3
	5.00

	MgSO4. 7H2O
	5.00

	Ca (NO3)2. 4H2O
	5.00

	NaH2PO4. H2O
	2.68 (inoculadas)

	
	5.36 (controles)

	Elementos Trazas (*) 
	1.0

	Solución Citrato (**) 
	5.0


(*) Mezcla: MnSO4, CaSO4, ZnSO4, H3BO3, NaCl, (NH4)6Mo7O24 y H2O 

(**) Mezcla: FeC6H5O7 y H3C6H5O7

Diseño Experimental, Evaluaciones y Análisis Estadístico  

Los tratamientos en estudio consistieron en las 3 presiones evaluadas (Presión I: 1,5; Presión II: 3 y Presión III: 5 bares respectivamente), además de un control sin inocular y se dispusieron en un diseño completamente aleatorizado con diez macetas por tratamientos (n=10).

Las determinaciones se realizaron 30 días posterior a la siembra y se evaluaron los siguientes indicadores: 
Indicadores fúngicos: Para la determinación de las variables relacionadas con el funcionamiento micorrízico se tomaron 250 mg de raíces secundarias, se lavaron cuidadosamente con abundante agua, se secaron en una estufa a 70ºC hasta obtener masa constante y se tiñeron y clarificaron (18).  Se utilizó el método de los interceptos para la determinación de la frecuencia de colonización micorrízica y la intensidad de colonización o densidad visual (DV) (19). El número de esporas determinó a partir de 50 g de suelo seco de acuerdo con el método de extracción basado en el tamizado y decantado húmedo (14). Las esporas se colectaron sobre una malla de 40 μm de apertura, se separaron por centrifugación con sacarosa y Tween 80 y se cuantificaron al estereomicroscopio óptico (Carl Zeiss, Stemi 2000-C/50x).
Indicadores de crecimiento de las plantas: Las masa seca aérea y de la raíz  se determinaron al secar las muestras a 70ºC en la estufa hasta masa constante y se pesaron  en balanza técnica digital (Acom JW-1, nivel de precisión 0,001). Se determinó la relación masa seca raíz/masa seca aérea a partir de la ecuación: R= Masa Seca Raíz/Masa Seca Aérea

Los datos se procesaron estadísticamente mediante un Análisis de Varianza (ANOVA) de Clasificación Simple. Se realizó la compararon de las medias según la prueba de Tukey (p≤0.05) cuando se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Todos los análisis estadísticos se ejecutaron con el paquete estadístico IBM SPSS versión 19.0 (20).
Resultados y Discusión
En la tabla III se describe el efecto de la inoculación en las diferentes variables estudiadas para ambos cultivos y se pudo comprobar la existencia de diferencias significativas con respecto a las plantas controles. Se observó que la inoculación del HMA incrementó la masa seca aérea y de la raíz, efecto que se avaló con el indicador relación masa seca raíz/masa seca parte aérea. 

Con respecto a los indicadores fúngicos se encontraron diferencias significativas con relación a las plantas no inoculadas y esta respuesta puede indicar que el tratamiento de las presiones previo a la inoculación no limitó la eficiencia del simbionte, pues la observación al microscopio óptico de las estructuras fúngicas antes y después de su exposición a dicho tratamiento demostró que las esporas conservaron su estructura inicial sin encontrarse daños visibles en sus paredes externas.

Tabla III. Comportamiento de los indicadores evaluados en plantas de sorgo y maíz.  

	Tratamientos
	Masa Seca Parte Aérea (g)
	Masa Seca Raíz (g)
	Relación MSRaíz/MS Parte Aérea
	Frecuencia de  Colonización (%)
	Intensidad de  Colonización (%)
	Esporas de HMA g suelo-1

	SORGO

	Control
	0,12 b
	0,03 b
	0,24 b
	7,33 b
	0,07 b
	0 b

	Presión (I)
	0,38 a
	0,18 a
	0,47 a
	30,67 a
	0,57 a
	0,14 a

	Presión (II)
	0,38 a
	0,18 a
	0,47 a
	27,67 a
	0,52 a
	0,14 a

	Presión (III)
	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
	0,11 b
	8,33 b
	0,08 b
	0 b

	Presión (I)
	1,10 a
	0,22 a
	0,20 a
	27,67 a
	0,50 a
	0,14 a

	Presión (II)
	1,09 a
	0,21 a
	0,19 a
	29,67 a
	0,57 a
	0,136 a

	Presión (III)
	1,08 a
	0,21 a
	0,19 a
	28,67 a
	0,51 a
	0,132 a 

	Esₓ
	0,02
	0,01
	0,01
	0,02
	0,03
	0,01


El efecto directo de los HMA en el crecimiento y desarrollo de las plantas ha sido uno de los aspectos más profundizados en las investigaciones realizadas con estos simbiontes y esta respuesta se debe a factores relacionados con el diámetro de las hifas de los HMA  que permiten incrementar el volumen de absorción del sistema radical y por lo tanto, potenciar la eficiencia en la toma de agua y nutrientes de baja movilidad (21, 22, 23).
Conclusión 
Por los resultados alcanzados en este estudio y el efecto beneficioso producido por la inoculación de los HMA en las plantas de sorgo y maíz, se demuestra que el efecto de las 3 presiones no afectó la infectividad del simbionte, lo cual constituye una potencialidad para su inclusión en los sistemas de fertirriego.  
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