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RESUMEN:
							                           
 Esta investigación se desarrolló con el objetivo de evaluar la respuesta a la inoculación de hongos micorrícicos arbusculares (HMA) en diferentes líneas de trigo de primavera, en condiciones controladas. Se utilizaron semillas de cinco líneas de trigo (Triticum durum L.) de primavera (AW-774, AC Carberry, HY-162, Major y AAC Scotia), con un 98 % de germinación, que se desinfectaron antes de la siembra. Se utilizó la cepa de HMA INCAM - 4: Glomus cubense (en formulación sólida y líquida), el inoculante comercial canadiense MYKE®PRO: Rhizoglomus irregulare y un control sin inoculación. Los tratamientos se distribuyeron con un arreglo de parcelas divididas bajo un diseño completamente aleatorizado, siendo la parcela principal la inoculación del HMA y como sub-parcelas las cinco líneas de trigo de primavera. Las evaluaciones se realizaron a los 120 días después de la siembra y se determinaron variables relacionadas con el funcionamiento micorrícico (frecuencia e intensidad de la colonización), con el crecimiento y desarrollo de las plantas y el rendimiento del cultivo. Los resultados mostraron un efecto positivo de la inoculación de Glomus cubense, con ambas formulaciones (sólido y líquido). También, se observó una respuesta diferencial de las líneas de trigo de primavera a la inoculación de HMA. Las líneas Major y AW-774, mostraron incrementos significativos en las variables estudiadas, comparadas con el resto. 



Palabras clave: Cereal, micorrizas, rendimiento.
		                         


ABSTRACT:
						                           
 With the aim to evaluate the response to arbuscular mycorrhizal fungi inoculation in different lines of spring wheat this research was developed under controlled conditions. Seeds from five spring wheat (Triticum durum L.) lines (AW-774, AC Carberry, HY-162, Major and AAC Scotia), with 98 % germination, were used and disinfected before sowing. The INCAM-4 strain: Glomus cubense (in solid and liquid formulation), the Canadian commercial inoculant MYKE®PRO (Rhizoglomus irregulare) and a control without inoculation were used. Treatments were distributed with an arrangement of divided plots under a completely randomized design, the main plot being the inoculation of AMF and the five lines of spring wheat as sub-plot. The evaluations were carried out at 120 days after sowing and variables related to mycorrhizal functioning (frequency and intensity of colonization), with the growth and development of the plants and the crop yield were determined. The results showed a positive effect of Glomus cubense inoculation in both formulations (solid and liquid). A differential response in AMF inoculation was observed among spring wheat lines. The Major and AW-774 lines showed significant increases in the variables studied compared to the rest.
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			INTRODUCCIÓN

			 La agricultura actual requiere nuevos enfoques en materia de sostenibilidad y sustentabilidad, avalados por la investigación, la innovación y la tecnología, con vistas a garantizar la seguridad alimentaria (1). En este contexto, los hongos micorrícicos arbusculares (HMA) representan un grupo de microorganismos edáficos que establecen simbiosis con numerosas especies vegetales de interés agrícola (2).

			 Dentro de los principales beneficios de esta simbiosis se destacan: los efectos directos en la nutrición mineral; especialmente en la absorción de macro y micronutrientes (3, 4), la inducción de tolerancia frente a condiciones de estrés biótico (ej. patógenos) (5) y abiótico (ej. sequía y salinidad) (6, 7), su participación en los procesos de fitorremediación (8) y su contribución en la estabilidad de los agregados del suelo (9).

			 Especial interés muestra la simbiosis que se establece entre los HMA y los cereales (10,11), específicamente con el trigo (Triticum spp.), cultivo que representa el tercer cereal de mayor producción a escala mundial, por ser una importante fuente de proteína vegetal, cultivándose en diversas condiciones edafoclimáticas (12). 

			 Los cultivares de trigo de primavera se diferencian de los cultivares de invierno por presentar un mayor contenido de proteína, dureza del grano y mejores propiedades fisicoquímicas de la masa, lo que favorece su proceso de molinado y le confiere a su harina una calidad superior (13). Algunos estudios han demostrado la efectividad de la simbiosis micorrízica en plantas de trigo, destacando, que una mejor nutrición en la planta incrementa su rendimiento; por lo que se plantea que los HMA pueden formar parte de las estrategias que conduzcan a una mejor seguridad alimentaria (14).

			 Atendiendo estos criterios, el objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta a la inoculación de hongos micorrízicos arbusculares en diferentes lineas de trigo de primavera, en condiciones controladas.

		

		
			MATERIALES Y MÉTODOS

			
				Características generales del experimento

				 El experimento se condujo en condiciones controladas de invernaderos del Instituto Agrícola de Ottawa, Canadá. Los tratamientos se distribuyeron con un arreglo de parcelas divididas bajo un diseño completamente aleatorizado, siendo la parcela principal la inoculación del HMA y como sub-parcelas las cinco líneas de trigo de primavera. Se empleó una mezcla de sustrato orgánico comercial: Lambert (musgo de turba de Sphagnum canadiense con pH = 7,1) y arena lavable, en proporción 1:1 (v/v), el cual se esterilizó en autoclave a 121 ºC durante dos horas, en ciclos de tres días continuos. Se sembraron seis semillas por maceta y a los siete días de la emergencia de las plantas, se realizó un raleo y se dejaron tres plantas por cada una. 

				 Las plantas se desarrollaron en condiciones controladas con una temperatura promedio que osciló entre los 20 - 22 °C, un 80 % de humedad relativa y fotoperiodo ajustado a 16 horas luz / 8 horas oscuridad. Se aplicó urea a razón de 5 g por maceta, la cual se fraccionó en dos momentos del ciclo del cultivo: 3 g a los 15 días posteriores a la siembra y el resto 30 días después, de acuerdo a las normas establecidas para estas líneas de trigo en invernadero (15). Se realizaron seis observaciones por tratamiento para un total de 120 macetas.

			

			
				Descripción del material vegetal

				 El material vegetal consistió en semillas de cinco líneas de trigo (Triticum durum L.) de primavera (AW-774, AC Carberry, HY-162, Major y AAC Scotia), con un 98 % de germinación y certificadas por la oficina de registro de variedades de la Agencia de Inspección Alimentaria de Canadá (15). Las semillas se sembraron en macetas de 5 kg de capacidad (0,22 m de altura y 0,24 m de diámetro superior).

			

			
				Descripción del material fúngico

				 Se utilizó la cepa INCAM - 4: Glomus cubense (Y. Rodr. & Dalpé) (16), en formulación sólida y líquida, procedente de la colección del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA) de Cuba y registrada en el Herbario Nacional Micológico de Canadá, Ottawa, con código DAOM 241198, además del inoculante comercial canadiense MYKE®PRO (Rhizoglomus irregulare) (Blaszk., Wubet, Renker & Buscot) (17).

				 La aplicación de la formulación sólida (FS) de G. cubense, con una concentración promedio de 20 esporas por gramo de inoculante, consistió en 1 g por maceta, mientras que en el caso del producto comercial MYKE®PRO, con una pureza de 1 propágulo por gramo de inoculante, se inocularon 20 gramos por maceta. Ambas aplicaciones se realizaron en el momento de la siembra. 

				 Para la aplicación del inoculante en formulación líquida (FL) se empleó una bomba hidráulica de inyección dosificadora para productos solubles en agua (ECOFERTIC), a una presión de 0,15 MPa y con una entrega de 5 mL por maceta en cada riego. La bomba se ajustó al sistema de riego por goteo con mangueras como líneas distribuidoras y goteros espaciados a 30 cm, con salida para cuatro macetas. Se realizó una única aplicación de esta formulación en el momento de la siembra, a la concentración de 20 esporas por mL, en un volumen final de 150 mL del producto. 

				 En los tratamientos inoculados con la formulación sólida (FS) de G. cubense, el producto comercial MYKE®PRO y el control, el riego se realizó de forma manual, a la frecuencia y el volumen de agua empleada en el tratamiento inoculado mediante el riego por goteo. En el caso del tratamiento inoculado con la formulación líquida, el riego se realizó mediante el sistema automatizado. En ambos casos, el riego estuvo en correspondencia con la fenología de las líneas de trigo de primavera (15). 

			

			
				Evaluaciones y Análisis estadístico

				 El experimento se extendió por 120 días después de la siembra (DDS) de las semillas y se evaluaron los siguientes indicadores: 

				
					

	
							 Frecuencia e intensidad de colonización fúngica (%): se tomaron 250 mg de raíces secundarias, en cada muestra, las cuales se lavaron cuidadosamente, se secaron en una estufa a 70 ºC hasta masa constante, se tiñeron, clarificaron (18) y cuantificaron (19). 

						

	
							 Crecimiento y desarrollo de las plantas: Se determinó la longitud de la espiga (cm), la masa fresca y seca de la parte aérea y de la raíz (g) y el volumen de la raíz (m3). La masa fresca se determinó por pesada, en balanza técnica digital (Acom JW-1, nivel de precisión 0,1 g), mientras que la masa seca se determinó luego de secar las muestras a 70 ºC en la estufa, hasta masa constante. Las raíces se lavaron con abundante agua para eliminar las partículas de suelo. Posteriormente, se colocaron en un escáner y con el programa WinRhizo-Pro para Windows se determinó el volumen de raíz.

						

	
							 Rendimiento del cultivo: Se determinó el número de espigas por planta, masa promedio de los granos (g) y rendimiento del cultivo (g por m2). 

						



				

				 Se verificó el cumplimiento de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza. El procesamiento estadístico de los datos se realizó mediante un análisis multivariado de componentes principales y conglomerados jerárquico de ligamento completo. El agrupamiento obtenido a partir de estos análisis fue verificado usando un Análisis Factorial Discriminante. Se empleó el paquete estadístico IBM SPSS versión 19.0.

			

		

		
			RESULTADOS

			 El análisis de Componentes Principales permitió identificar cuáles de las variables evaluadas estaban más relacionadas con las diferencias observadas, no solo en el crecimiento y desarrollo de las líneas de trigo, sino también en la respuesta de éstas a la inoculación con HMA. Como resultado del análisis se encontraron dos componentes que demostraron una varianza acumulada de 85,51 % (Tabla 1). 

			
				

Tabla 1




Representación de los valores propios y la varianza explicada para el método de Componentes principales
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			 En la Tabla 2 se presentan las variables que mostraron mayores coeficientes de correlación con ambas componentes.

			
				

Tabla 2




Correlaciones entre las variables iniciales y las dos primeras componentes del análisis de componentes principales
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			 En el caso de la componente 1, las variables de mayor incidencia fueron las relacionadas con el crecimiento de las plantas (longitud de la espiga, masa seca y fresca aérea y de la raíz y el volumen de raíz), el rendimiento del cultivo (número de espigas por planta y rendimiento) y la frecuencia de colonización; mientras que con la componente 2 se relacionó la intensidad de colonización de los HMA. 

			 En la Figura 1 se muestra el agrupamiento de los tratamientos, tras la aplicación de ambos métodos multivariados (Componentes Principales y Conglomerado Jerárquico de Ligamento Completo).
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Figura 1



Distribución de los tratamientos, según el análisis de Componentes Principales y de Conglomerado Jerárquico de Ligamento Completo, en los indicadores evaluados







 c1: Control; c2: Glomus cubense (líquido); c3: Rhizoglomus irregulare; c4: Glomus cubense (sólido);V1: AW-774; V2: AAC Scotia; V3: HY-162; V4: AC Carberry; V5: Major. Matriz de las componentes principales 1 y 2 (CP1 y CP2). Agrupamiento: I (c4V5, c2V5); II (c2V1, c3V1, c3V5, c4V1); III (c2V3, c2V4, c4V3, c4V4); IV (c1V3, c1V4, c3V3, c3V4); V (c1V1, c1V2, c1V5, c2V2, c3V2, c4V2)






			

			 El agrupamiento de los tratamientos fue el resultado del orden de su aparición a partir del análisis de Conglomerado Jerárquico de Ligamento Completo (Figura 2) realizado. Para la distribución de los tratamientos se tuvo en cuenta las variables de mayor correlación en la componente 1.
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Figura 2



Agrupamiento de los tratamientos con la aplicación del método multivariado Conglomerado Jerárquico de Ligamento Completo







 Línea vertical (color rojo) en el gráfico indica la distancia a la cual se estableció el agrupamiento. 1: C1V1, 2: C1V2, 3: C1V3, 4: C1V4, 5: C1V5, 6: C2V1, 7: C2V2, 8: C2V3, 9: C2V4, 10: C2V5, 11: C3V1, 12: C3V2, 13: C3V3, 14: C3V4, 15: C3V5, 16: C4V1, 17: C4V2, 18: C4V3, 19: C4V4, 20: C4V5. C1: Control; C2: Glomus cubense (líquido); C3: Rhizoglomus irregulare; C4: Glomus cubense (sólido); V1: AW-774; V2: AAC Scotia; V3: HY-162; V4: AC Carberry; V5: Major






			

			 El grupo I estuvo representado por los tratamientos inoculados por G. cubense, en ambas formulaciones, en la línea de trigo Major. Cercano a él se ubicó el grupo II, identificado por las combinaciones de G. cubense (sólido y líquido) y R. irregulare en las líneas AW-774 y Major. El grupo III estuvo conformado por los tratamientos inoculados por G. cubense (sólido y líquido) y R. irregulare en las líneas de trigo HY-162 y AC Carberry. Un poco distante se ubicó el grupo IV, con los tratamientos control y el inoculado con R. irregulare en las mismas líneas del agrupamiento anterior. Finalmente, el grupo V estuvo integrado por el tratamiento control en las líneas AW-774, AAC Scotia y Major y la inoculación de G. cubense (sólido y líquido) y R. irregulare en la línea AAC Scotia.

			 El análisis multivariado permitió encontrar, de forma integral, un efecto positivo de la inoculación micorrízica en las diferentes líneas de trigo de primavera, a partir de incrementos significativos en los tratamientos inoculados con relación al control absoluto, destacándose los tratamientos con G. cubense, en ambas formulaciones, en la línea Major (grupo I) con los mejores comportamientos.

			 Con el análisis factorial discriminante se demostró un 100 % de coincidencia entre los grupos que se formaron. En la Tabla 3 se muestran las medias de las variables evaluadas por cada grupo conformado. Se observó que los valores superiores de los indicadores evaluados se ubicaron en el grupo I, con una tendencia a la disminución en los grupos IV y III, mientras que el grupo V estuvo representado por los tratamientos con valores inferiores. 

			
				

Tabla 3




Medias de las variables por cada grupo formado a partir del análisis factorial discriminante
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			DISCUSIÓN

			 Aunque algunos estudios se refieren al carácter inespecífico de la simbiosis micorrízica por la diversidad de familias del reino vegetal, al ser susceptibles de ser colonizadas (20), cada especie vegetal, e incluso cultivares o variedades dentro de una misma especie, tienen un grado de dependencia micorrízica diferente (21).

			 En apoyo a esta teoría, algunos autores evaluaron la factibilidad de un sistema de cultivo autotrófico en la producción de esporas y su capacidad para reproducir el ciclo de vida del hongo en condiciones in vitro en diferentes cultivares europeos y andinos de papa (Solanum tuberosum L.) y encontraron una respuesta diferencial entre ellos, lo cual pudo estar relacionado con caracteres fisiológicos y genéticos de cada cultivar que determinaron grados de dependencia diferentes (22). 

			 De igual manera, en otras investigaciones se evaluó el efecto de la inoculación de R. irregulare en 5 cultivares de trigo y encontraron una dependencia micorrízica diferente en cada cultivar, con porcentajes de colonización variables que se correlacionaron con el resto de los indicadores evaluados (biomasa seca, masa de los granos y contenido de fósforo en el grano) (23).

			 Los elementos descritos anteriormente, de conjunto con el comportamiento diferencial antes mencionado en las líneas de trigo evaluadas en este estudio, confirman que, a pesar que los HMA desarrollan asociaciones no específicas con sus plantas hospedantes, el grado de dependencia micorrízica suele variar para algunas combinaciones planta-hongo.

		

		
			CONCLUSIONES

			 Los tratamientos inoculados con G. cubense, independientemente del tipo de formulación empleada, describieron un comportamiento superior al observado cuando se aplicó R. irregulare, en todas las variedades evaluadas. De igual forma, se observó que las líneas de trigo de primavera presentaron un grado de respuesta diferente a la inoculación, destacándose las líneas Major y AW-774 con valores superiores en cuanto al rendimiento, específicamente.
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