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Resumen: Los citricos son el cultivo frutal de mayor importancia
econémica en el mundo. En Nicaragua, la produccién de citricos
genera 24.5 millones de délares anuales. Las enfermedades que
se pueden prevenir inoculando micorrizas en porta injertos
son la podredumbre radicular causada por Phytophthora sp y
el mal seco de los citricos por Fusarium sp. La introduccién
de patrones resistentes a enfermedades es una necesidad en la
citricultura actual. En las tltimas décadas se ha usado los hongos
micorrizas arbusculares por el efecto benéfico que producen en
sus hospedantes. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de las micorrizas arbusculares sobre el desarrollo vegetativo de
porta injertos Citrange Troyer y Citrange Carrizo. Los hongos
micorrizas inoculados fueron aislados de las fincas productoras
de citricos Félix, Marino y San José. El género identificado
con mayor porcentaje fue Glomus (97 % a 99 %), mientras
que los géneros Scutellospora sp, Gigaspora sp., Septoglomus sp
y Acaulospora sp, representaron el 1 % respectivamente. El
porcentaje de colonizacién de raices con el género Glomus sp, fue
del 93 % para el porta injerto Troyer y en Carrizo fue de 83 % a
100 %. El efecto de Glomus sp, se evalué midiendo las variables
altura de planta (cm), ntimero de hojas, didmetro de tallo (mm),
longitud de raiz (cm) y biomasa (g). Los resultados del analisis de
varianza y separacion de medias de Tukey (2=0.05), presentan
diferencias significativas para el porta injerto Troyer en las
variables didmetro de tallo y longitud de raices con el aislado de
la finca San José, en el caso del porta injerto Carrizo el ndmero
de hojas, didmetro de tallo y longitud de raiz mostraron los mis
altos valores con el aislado de la finca Félix.

Palabras clave: citricos, vesiculas, Glomus sp, esporas.

Abstract: Citrus fruits are the most economically important
fruit crop in the world. In Nicaragua, citrus production generates
USD 24.5 million annually. The diseases that can be prevented
by inoculating mycorrhizae in rootstocks are root rot caused by
Phytophthora sp.and the dry disease of citrus by Fusarium sp. The
introduction of disease resistant patterns is a necessity in today's
citrus industry. In the last decades, arbuscular mycorrhizal fungi
have been used for the beneficial effect they produce on their
hosts. The objective of this study was to evaluate the effect
of arbuscular mycorrhiza on the vegetative development of
Citrange Troyer and Citrange Carrizo rootstock. The inoculated
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mycorrhizal fungi were isolated from the Félix, Marino and
San José citrus farms. The genus identified with the highest
percentage was Glomus sp, with 97 % to 99 %, while the
genera Scutellospora sp., Gigaspora sp., Septoglomus sp. and
Acaulospora sp., represented 1 % respectively. The percentage of
root colonization with the Glomus sp. genus was 93 % for the
Troyer graft holder and in Carrizo it was 83 % to 100%. The
effect of Glomus sp. was evaluated by measuring the variables
plant height (cm), number of leaves, stem diameter (mm), root
length (cm) and biomass (g). The results of the analysis of
variance and separation of means of Tukey (¢ = 0.05), show
significant differences for the Troyer rootstock in the variables
stem diameter and root length with the isolate from the San José
farm, in the case of the root Carrizo graft the number of leaves,
stem diameter and root length showed the highest values with
the isolate from the Felix farm.

Keywords: Citrus, vesicles, Glomus sp, spores.

La especie frutal Citrus limon L., es originaria de Asia y de gran consumo a nivel nacional. Segin reporte
de Lacayo (2013) Nicaragua tiene 11077 productores de citricos los cuales hacen uso de 21100 hectareas
para cultivarlas. De acuerdo con la Asociaciéon de Productores y Exportadores de Nicaragua (2018) las
exportaciones de citricos alcanzaron los USD 48.91 millones en el periodo 2012-2017. Debido a esto,
actualmente existe la demanda de ampliar las dreas de produccion de citricos para suplir las necesidades
de mercados nacionales e internacionales. Se requieren citricos méds productivos, resistentes a plagas y
enfermedades, que cumplan con los requerimientos de calidad que exige el mercado.

Esas exigencias han hecho que los productores de citricos utilicen los portainjertos los cuales “comprenden
la parte inferior de la planta injertada cuya funcién es desarrollar el sistema radicular” (Alvarez, 2019, p.
22); éstos son seleccionados porque presentan las siguientes caracteristicas: “buen vigor y desarrollo de raices,
tolerancia a plagasy enfermedades, adaptacién a las condiciones edéficas, tales como: salinidad, pH, fertilidad,
textura, estructura del suelo” (Alvarez, 2019 p. 23).

Ademis del uso de portainjertos se estd recomendando otra practica de manejo como lo es el uso de hongos
micorricicos arbusculares (HMA), diversas investigaciones han inferido en que esta prictica agroecoldgica
estimula el crecimiento y desarrollo de las plantas. Alarcdn y Ferrera (1999) concluyen que “los HMA son
agentes de biorregulacién del crecimiento, biofertilizantes y de biocontrol”, Cruz (2017) afirma que “la
micorrizacion favorece el crecimiento de las plantas en etapa de vivero” (p. 33); por su parte Rivillas, Calle
y Angel (2019) destacan los beneficios de éstos para la planta principalmente en aspectos de crecimiento,
desarrolloy fitosanidad. Por lo antes expuesto el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto que causan
las micorrizas arbusculares sobre el desarrollo vegetativo de los portainjertos Citrange Troyer y Citrange
Carrizo en el vivero del Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria (OIRSA), ubicado en
Masaya, Nicaragua.
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MATERIALES Y METODOS
Recoleccidon de muestras

Las muestras de suelo se recolectaron en las fincas Marino, San José y Félix ubicadas en el municipio de
Masatepe. Dichas muestras se tomaron en cinco puntos diferentes de cada finca, cerca de la zona de goteo
a una profundidad de 20 cm. El suelo colectado se deposit6 en bolsas plasticas con capacidad de 2.2 kgy se
traslad¢ al laboratorio de Microbiologia vegetal de la Universidad Nacional Agraria para su andlisis.

Aislamiento de hongos micorricicos arbusculares (HMA)

Se aplicé el método de tamizado y decantacién en htimedo (modificado de Gerdemann y Nicolson, 1963), as
como el método de centrifugacién (modificado de Jenkins, 1964) para la separacion de esporas de micorrizas
en muestras de suelo (Figura 1y 2).

--H""w

& ‘ Tamices graduados colocados en orden
Semezeld con 1000 ml de 2gua decreciente (500, 250, 150, 25 pm).

Se colectd la fraccidn de suelo obtenida
En un tubo Falcon de 50 ml s e;:lﬂs (T;miaeﬁ?iiﬂe :1;1 :f_;:; fﬂ La solucion se paso a traves

apregd 30 ml de agua de lz columna de tamices

FIGURA 1.
M¢étodo de tamizado y decantacién en himedo para
separacion de esporas de micorrizas en muestras de suelo.
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Se centrifugd por cimeco minutos a 1 800 rpm
posteriormente se elimind el sobrenadante, se adiciond
30 ml de solucidn de sacarosa al 50 %4,

Colecta de Transferencia del Se centrifugd por dos
Micorrizas sobrenadante al tamiz minutos a 1 800 rpm
FIGURA 2.

M¢étodo de centrifugacién para separacién de esporas de micorrizas en muestras de suelo
Identificacién de géneros de HMA

Utilizando las claves taxonémicas ilustradas de Gonzélez (1989) y del International Culture Collection of
Vesicular Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM, 2020) se efectu la identificaciéon de los HMA a nivel de
género a partir de las caracteristicas morfoldgicas de las esporas.

Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio completo al azar con 20 repeticiones, tres aislados mds un testigo y dos portainjertos para
un total de 160 plantas. El espacio entre cada variedad de portainjerto fue de un metro y entre cada unidad
experimental de 0.5 m para un drea total del ensayo de 320 m”. Este ensayo se estableci6 en el Vivero de
citricos propiedad de OIRSA, ubicado en el km 30 carretera Tipitapa-Masaya, entre las coordenadas 12°07
’5.8” latitud Norte y 86°05 "18.3” longitud Oeste.

Inoculacién de portainjertos Citrange Carrizo y Citrange Troyer

Se inocularon 80 plantas del portainjerto Troyer y 80 plantas del portainjerto Carrizo previamente
trasplantadas en bolsas de 6 x 12 pulgadas, el sustrato utilizado fue 50 % tierra, 30 % lombrihumus y
20 % arena poma. Con ayuda de una espatula metdlica se exteriorizaron las raices para inocularlas con

aproximadamente 20-25 esporas ml” de micorrizas que predominaron en el proceso de identificacién por
finca muestreada.

Se utilizé un testigo absoluto que consisti6 en plantas sin inocular y al momento de exhibir las raices se
les adicioné agua destilada estéril. Las plantas evaluadas se fertilizaron segtin el programa de fertilizacién del
invernadero de OIRSA.
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Porcentaje de colonizacién de HMA

Se utilizé el método descrito por Phillips y Hayman (1970) para determinar el porcentaje de colonizaciéon
de micorrizas en las raices de los portainjertos. De cada tratamiento se seleccionaron raices secundarias, se
lavaron con abundante agua, se procedié a clarearlas con KOH al 10 %, luego fueron blanqueadas con H,O,
al 10 % y finalmente tenidas con azul de Tripan al 0.05 %.

Se colocaron las raices tefiidas en laminillas, al menos 100 segmentos por tratamiento, se le agregd de unaa
tres gotas de Lacto glicerol en los extremos de las raices, de manera vertical sobre la preparacién luego se dejo
caer suavemente un portaobjetos evitando burbujas de aire, con ayuda del microscopio 6ptico en el aumento
de 100 X se observd la presencia de las estructuras fingicas (hifas, vesiculas o arbusculos). Para el calculo del
porcentaje de colonizacidn se empleé la siguiente férmula: Porcentaje de colonizacién= (nimero de campos
colonizados) / (nimero total de campos observados) x 100

Variables evaluadas

Para determinar el efecto de las micorrizas arbusculares sobre el desarrollo vegetativo de los portainjertos
Citrange Troyer y Citrange Carrizo se midieron las variables morfoldgicas a los 90 dias después de la
inoculacion. Las variables morfoldgicas fueron: nimero de hojas verdaderas contabilizando todas las hojas
que presentaba la planta, altura total (cm) se midi6 con una cinta métrica, didmetro de tallo (mm) usando
un vernier y la longitud de raiz (¢cm) fue medido con una cinta métrica.

El porcentaje de materia seca aérea y de raices de los portainjertos, fue determinado a partir del peso fresco
y peso seco (g) medidos con una balanza analitica OHAOS después de 48 horas de secado a 80 °C. El clculo
de porcentaje de materia seca con la férmula descrita por Vilchez (2002).

Peso fresco % 100

Porcentaje de materia seca =
Peso seco

En cuanto al anilisis de datos se empleé Excel 2013 para organizar los datos recolectados de las variables
morfolégicas; posteriormente se realizaron pruebas de andlisis de varianza (¢=0.05) y separacion de medias
de Tukey (2=0.05) con el programa estadistico InfoStat versién 2013.

RESULTADOS Y DISCUSION

Géneros de HMA identificados

El género de HMA més predominante en los anélisis de muestras de suelo provenientes de fincas productoras
de citricos fue Glomus sp; en el aislado de la finca Félix se presentd en un 99 %, en la finca Marino en un 98
% y en la finca San José 97 %. Sin embargo, también se identificaron los géneros Scutellospora sp, Gigaspora
sp, Septoglomus sp y Acaulospora sp con 1 % respectivamente (Figura 3). Esta predominancia se debe a que
Glomus “es el género mas abundante y ubicuo dentro de las micorrizas” (Arévalo, 2016), esto sugiere que
este género posee mejor capacidad para adaptarse a las condiciones edafocliméticas de las zonas productoras
de citricos.



LA CALERA, 2022, voL. 22, NUM. 38, ENERO-JUNIO, ISSN: 1998-7846 1998-8850

v
- e

. - 1
-‘_
LY
Ih

|

LN
-

L |

i

FIGURA 3.
Géneros de HMA identificados en muestras de suelo procedentes de fincas con cultivos

de citrico, Glomus sp (A) Scutellospora sp (B) Acaulospora sp (C) Septoglomus sp (D).
Porcentaje de colonizacién de HMA

Se observé colonizacién y presencia de estructuras fungicas (Figura 4) en las dos especies de portainjertos
evaluadas; en el portainjerto Troyer, las muestras de raices procedentes de la finca Félix alcanzaron el 93 % de
colonizacién y un 83 % en el portainjerto Carrizo, mientras que el aislado de la finca San José colonizé el 93
% en la variedad Troyery 100 % en la variedad Carrizo, en relacién al aislado de la finca Marino el porcentaje
de colonizacién fue de 93 % para ambos portainjertos evaluados; estos resultados justifican el uso de HMA
en plantaciones de citricos puesto que favorecen el enraizamiento, desarrollo y crecimiento de las plantas.

Gonzalez et al. (2000), evaluaron sustratos de crecimiento en microplantulas de citricos inoculadas con
Glomus spy encontraron que las raices del portainjerto Carrizo estaban colonizadas de 47 % a 80 % en cambio
las raices del portainjerto Troyer de 37 % a 64 %.

Martinello ez a/. (2016) evaluaron el porcentaje de colonizacién de los géneros Scutelospora, Gigaspora,
Glomus, Acaulospora en raices de portainjertos de citricos (Citrange Fepagro C37 Reck y Kumquat) y
encontraron resultados similares a los reportados en este estudio.
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FIGURA 4.
Raices de portainjertos Citrange Troyer (A y B) y Carrizo (C y D), colonizadas
por el hongo del género Glomussp. Hifas (1), vesiculas (2) y arbusculos (3).

Efecto de HMA sobre el desarrollo vegetativo de los portainjertos

Es fundamental Conocer el desarrollo vegetativo de las plantas para el manejo adecuado de éstas en la
g p p )
plantacion, fertilizacién, control de plagas y enfermedades lo que al final lleva a incrementar la produccién.
Se evalud el efecto de Glomus sp sobre los portainjertos Citrange Troyer y Citrange Carrizo.
P 1% ) 8 yery 8
Los resultados indican que existen diferencias estadisticas significativas en las variables morfoldgicas
q g gt
evaluadas para el portainjerto Citrange Troyer (Cuadro 1). Las plantas inoculadas con aislados de la finca
Félix presentaron mayores valores de altura y nimero de hojas verdaderas; en cambio las plantas con aislados
Y Y ) P

procedentes de la finca San José mostraron los mejores resultados en didmetro de tallo y longitud de raiz; las
diferencias pueden ser atribuidas a las condiciones ambientales de las zonas donde se colectaron las muestras
y por otro lado, estos resultados evidencian el efecto de la micorrizacién sobre el desarrollo vegetativo del
portainjerto evaluado.
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CUADRO 1.
Andlisis de variables morfoldgicas del portainjerto

Citrange Troyer inoculados con los aislados de Glomus sp

Variables morfoldgicas

Aislados Altura de NOmero Diametro LOﬂgiFud
planta d . de tallo de raiz
e hojas
[C111) () (crm)
Finca  -267a  41a 704a 20.05 b
Felix
Fnea -~ -c434  39p 707a 24.104a
San Josa
Testigo 70.23b  35¢ B62D 33.05a
Finca o222y 350 6.69b 29,65 b
Marino
RZ 0.93 0.95 0.91 0.93

p-valor <0.00001 <0.00001 <0.00001 00003

Las plantas del portainjerto Citrange Carrizo (Cuadro 2) mostraron diferencias estadisticas significativas
para las variables morfolégicas evaluadas. Los mayores valores de altura fueron presentados en las plantas
inoculadas con aislados de la finca San José; por su parte, las plantas inoculadas con los aislados de la finca Félix
mostraron los mejores resultados para las variables nimero de hojas verdaderas, diametro de tallo y longitud
de raiz. En el porta injerto Carrizo, el aislado de la finca San José logré el mayor porcentaje de materia seca
aérea foliar con 41.63 %, igual que finca Marino con 40.22 %. El menor porcentaje de materia seca aérea foliar

lo obtuvo la finca Félix con 36.43 % (Figura 5).

CUADRO 2.
Analisis de variables morfoldgicas del portainjerto

Citrange Carrizo inoculados con los aislados de Glomzus sp

Variables morfoldgicas
Altura de

Didgmetro  Longitud

Aislados planta gume_ro de tallo de raiz
e hojas
(C1rl) () [crr)
Finca 2493 a 27.33b 4.78a 45,50
San José ab
Testigo 2167 b 2347 C 422 b 42 00 ¢
Finca 30232 bc 426Za 4495a 46.70a
Félix
Finca 2760 23.73cC 415 b 43.40
kMarino [ |o]as
Rz G .44 547 3.94 0,54
<0.0001 <0.0001
Pvalor g ooy £0.0008

El mayor porcentaje de materia seca de raices lo obtuvo el testigo con 50.10 %. En relacién al porta injerto
Troyer no hay diferencias significativas, para el porcentaje de materia seca aérea (p=0.1545) y materia seca de
raiz (p=0.0716), entre los aislados de cada finca y el testigo. Ademds, los resultados pueden estar influenciados
por los cambios ambientales dado que estos intervienen de manera considerable en el proceso de acumulacién
de materia seca; el aire, la energfa solar, el agua, la temperatura pueden interferir en el ritmo de produccién
de biomasa de una especie vegetal.
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FIGURA 5.
Porcentaje de materia seca en porta injertos Carrizo inoculados con Glomus sp.

Resultados similares fueron reportados por Gonzdlez-Mancilla ez a/. (2013) quienes evaluaron el efecto
de diferentes tipos y dosis de fertilizantes orgdnicos considerando las variables porcentaje de colonizacién
micorricica arbuscular, altura, didmetro basal de tallos, materia seca foliar y de raiz en plantas del portainjerto
Citrange Troyer.

Aravena (2003) evalué el efecto de la micorrizacidn en plantas de citricos (Cizrus macrophylla y Citrange
Carrizo) y Persea americana Mill. con cepas de hongos nativas (Glomus sp. y Glomus cf. claroideum) e
introducida (Glomus intraradices Schenk y Smith.) y no encontré diferencias estadisticas para las variables
altura de las plantas, didmetro del tallo, materia seca radicular y aérea en las especies evaluadas.

Cruz (2017) indica que “el crecimiento de una planta se representa gréficamente como un aumento del
peso seco en funcién del tiempo” (p. 20). El andlisis estadistico de las variables peso seco aéreo y peso seco
de raiz muestra que existen diferencias significativas (p<0.0001) entre portainjertos, siendo Troyer quien
presenta los mejores resultados (Figura 5); esto sugiere que este patron es mas dependiente a la presencia
de HMA dado sus caracteristicas morfoldgicas; las diferencias con Carrizo probablemente son debido a la
genética del hospedador y/o su interaccién con la especie de HMA.

Gonzélez-Mancilla ez al. (2013) evaluaron a nivel de vivero el efecto de tipos y dosis de fertilizantes
organicos aplicados al suelo en plantas del portainjerto Citrange Troyer encontrando resultados similares a
los reportados en este estudio en cuanto materia seca foliar y radical.

CONCLUSIONES

Fueron identificados cinco géneros de hongos micorricicos, tales como Glomus sp, Acaulospora sp, Gigaspora
sp, Septoglomus sp, Scutellospora sp; sin embargo, el de mayor predominancia fue Glomus sp. El porcentaje
de colonizacién con el género Glomus sp., para el portainjerto Troyer fue de 93 %, mientras que para el
portainjerto Carrizo varié de 83 % a 100 %. El portainjerto Troyer mostré mejores resultados con el aislado de
la finca San José en las variables didmetro de tallo y longitud de raiz. Hubo efecto positivo de la micorrizacion
en el desarrollo vegetativo de los portainjertos evaluados, observando los mayores valores de numero de hojas,
didmetro de tallo y longitud de raices en el portainjerto Carrizo al ser inoculados con el aislado de la finca
Félix, en cuanto a las variables peso seco aéreo y peso seco de raiz los mejores resultados fueron observados
en el portainjerto Troyer.
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