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RESUMEN:
							                           
Los fungicidas se utilizan ampliamente en los sistemas de cultivo actuales para controlar o eliminar los fitopatógenos fúngicos. Sin embargo, estos productos químicos pueden afectar a los microorganismos autóctonos del suelo, incluidos los que promueven el crecimiento vegetal, como los hongos micorrízicos arbusculares (HMA). Teniendo en cuenta lo anterior, el presente estudio se propuso determinar el efecto de diferentes concentraciones del fungicida sistémico Previcur energy 84 sl en el estadio presimbiótico de Rhizophagus irregularis (INCAM 11), en condiciones de cultivo in vitro. Para ello, se evaluó en el medio de cultivo SRM (Strullu y Romand Modificado), el porcentaje de germinación, el crecimiento del tubo germinativo, así como sus porcentajes de incremento y decremento, al estudiar cuatro concentraciones del fungicida Previcur (0,1; 1; 10 y 100 mg L-1). Se observó que, a la concentración de 10 mg L-1 este fungicida tiene un efecto estimulador en la germinación y en el crecimiento del tubo germinativo del hongo. El presente trabajo constituye la primera evidencia en Cuba sobre el efecto de un fungicida sistémico en el estadío presimbiótico de un hongo micorrízico arbuscular, in vitro.



Palabras clave: Germinación de esporas, medio de cultivo, micorrizas y pesticidas.
		                         


ABSTRACT:
						                           
Fungicides are widely used in current culture systems to control or eliminate fungal plant pathogens. However, these chemicals can affect indigenous soil microorganisms, including those that promote plant growth, such as arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). Considering the above exposed, the present study set out to determine the effect of different concentrations of the systemic fungicide Previcur energy 84 sl on the presymbiotic stage of Rhizophagus irregularis (INCAM 11), under in vitro culture conditions. Modified Strullu and Romand culture medium (SRM) was employed to evaluate percentage of germination, growth of germinating tube, as well as its percentages of increase and decrease, when studying four concentrations of the Previcur Fungicide (0,1; 1; 10 and 100 mg L-1). At 10 mg -1 a stimulating effect on germination and on the growth of the germ tube of the fungus. The present work constitutes the first evidence on the effect of a systemic fungicide in the presimbiotic stage of mycorrhizal fungus on in vitro conditions reported in Cuba.



Key words: Mycorrhizas, germination of spores, culture medium, pesticides.
                                






		
			INTRODUCCIÓN

			 Los hongos micorrizógenos arbusculares (Phyllum Glomeromycota) son parte integral de numerosos ecosistemas y se consideran particularmente ventajosos, debido a que se asocian en simbiosis con la mayoría de las plantas vasculares estudiadas (1). Dichos hongos son biótrofos obligados, por lo que no pueden completar su ciclo de vida en ausencia de una planta hospedante (2); de ahí que la diferenciación de una micorriza funcional sea un proceso complejo que demanda la participación de ambos organismos (3).

			 Por otra parte, en la agricultura moderna, la protección de los cultivos frente al ataque de organismos patógenos se realiza, fundamentalmente, con agroquímicos que pueden aplicarse de forma directa en determinadas etapas del cultivo, mediante el tratamiento de las semillas o aplicados al suelo. Entre estos se encuentran los fungicidas que se utilizan ampliamente para controlar o eliminar fitopatógenos fúngicos. Sin embargo, estos productos también afectan a otros hongos autóctonos del suelo, incluidos los que promueven el crecimiento vegetal, como los HMA (4). El uso intensivo de productos químicos, sobre todo fungicidas y fertilizantes, constituye una de las causas principales de la reducción de la diversidad en los suelos, incluyendo los HMA (5,6). Sin embargo, estudios recientes informan que la aplicación de fungicidas también puede tener un efecto positivo en el establecimiento micorrízico; lo cual depende de su modo de acción y de la especie de HMA involucrada. 

			 Teniendo en cuenta el escaso conocimiento que existe sobre el efecto de los fungicidas sobre los HMA en condiciones in vitro y que el empleo de estos hongos como biofertilizantes es cada vez más frecuente en diferentes sistemas de producción agrícola, la presente investigación tiene como objetivo de trabajo evaluar el efecto de diferentes concentraciones (0,1; 1; 10 y 100 mg L-1) del fungicida sistémico Previcur energy 84 sl en el estadio presimbiótico de Rhizophagus irregularis (INCAM 11), en condiciones in vitro.

		

		
			MATERIALES Y MÉTODOS

			 La investigación se realizó entre los años 2017 y 2018, en el Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA), perteneciente al Ministerio de Educación Superior y ubicado en el municipio San José de las Lajas, provincia Mayabeque.

			
				Material biológico

				 Se empleó como inóculo el HMA Rhizophagus irregularis (Blaszk., Wubet, Renker & Buscot) C. Walker & A. Schüßler (INCAM 11), procedente del cepario del INCA. El inóculo poseía una concentración promedio de 25 esporas g-1 de suelo fresco.

				 El medio de cultivo utilizado fue SRM (Strullu y Romand Modificado) (7). El medio estaba compuesto por (g L-1): Macroelementos-MgSO4.7H2O-73.9, KNO3-7.6, KCl-6.5, KH2PO4-0.41; Ca (NO3).2.4H2O-35.9; NaFeEDTA-0.16; Microelementos-MnSO4.4H2O-1.225, CuSO4.5H2O-1.1, ZnSO4.7H2O-0.14, H3BO3-0.925, Na2MoO4.2H2O-0.12, (NH4) 6Mo7O24.4H2O-1.7; Vitaminas (g L-1)-Pantotenato de calcio-0.09, Biotina-0.0001, Ácido nicotínico-0.1, Piridoxina-0.09, Tiamina-0.1 y Cianocobalamina-0.04; Sacarosa-10. Se ajustó el pH a 7,5; antes de adicionar 4 g L-1 de Gellam Gum. El medio se esterilizó a 121 ºC durante 15 min.

			

			
				Efecto de diferentes concentraciones del fungicida sistémico Previcur energy 84sl en el estadio presimbiótico de Rhizophagus irregularis (INCAM 11), en condiciones in vitro


				 Con el objetivo de evaluar el efecto de un fungicida sistémico en el crecimiento presimbiótico in vitro de INCAM 11 se realizó este experimento, utilizando el fungicida comercial Previcur energy 84 sl, cuyo componente activo es: propyl 3-(dimetilamino) propilcarbamato 53 %, etilhidrogenofosfonato 31 % e ingredientes inertes 16 % (8). 

				 Se utilizó como propágulo esporas agrupadas en racimos. Estas se extrajeron del suelo, utilizando la técnica de tamizado húmedo, decantado y posterior extracción a través del centrifugado de una solución de sacarosa+Tween 80 a 2000 rpm durante cinco minutos, según Gerdemann y Nicolson (9); modificado por Herrera et al. (10). Posteriormente, fueron desinfectadas utilizando la metodología de Cranenbrouck et al. (11), modificada por Perera et al. (12).

				 De los propágulos extraídos se seleccionaron esporas agrupadas en ramilletes, se colocaron sobre una membrana (0,44 μm de diámetro de poro) y se lavaron tres veces con agua destilada estéril. Posteriormente, se añadió Cloramina T 2 % (m/v) y dos gotas de Tween 20 durante 10 minutos. Seguidamente, los propágulos se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se trataron con una solución de antibióticos (sulfato de estreptomicina (0,02 %) (m/v) y sulfato de gentamicina (0,01 %) (m/v), durante 10 minutos, previamente esterilizada con ayuda de un filtro miliporo (tipo HA, 4,0 cm de diámetro y 0,22 μm de poro). Por último, la membrana con los propágulos fue transferida a la misma solución antibiótica, previamente filtrada en placa Petri estéril (90 mm diámetro) durante 24 horas (12).

				 Transcurrido este tiempo, se inocularon cinco propágulos por placa Petri de 90 mm de diámetro que contenían medio SRM (Strullu y Romand Modificado) (7). Se ajustó el pH del medio de cultivo a 7,5 (13). Luego de esterilizar el medio de cultivo a 121 ºC durante 15 minutos, se añadió el fungicida sistémico comercial Previcur energy 84 sl en cuatro concentraciones (0,1; 1; 10 y 100 mg L-1). Se utilizaron diez placas por cada una de las concentraciones del fungicida. Para la realización del experimento se utilizó un diseño completamente aleatorizado.

				 Se determinó el porcentaje de germinación de las esporas de la cepa INCAM 11. Se realizó una dinámica de crecimiento del tubo germinativo, a partir del momento en que se observó crecimiento, con origen en el esporóforo o en la hifa de sustentación. Las mediciones se realizaron desde la base de la nueva hifa hasta su ápice, cada siete días, durante un mes y se empleó un micrómetro acoplado a un estereomicroscopio (NOVEL N-800M, Nanjing Jiangnan Novel Optics Co., Ltd; China, 40X). Se calculó el porcentaje de incremento de la variable longitud del tubo germinativo, respecto al control no tratado con el fungicida.

			

			
				Análisis Estadístico

				 Una vez comprobada la normalidad, se calculó el intervalo de confianza de las medias al 95 % de probabilidad, atendiendo al número de repeticiones y la reproducibilidad de los datos. Se empleó el programa SPSS versión 19 (14) para el procesamiento estadístico de los datos.

			

		

		
			RESULTADOS Y DISCUSIÓN

			 En este experimento se estudiaron cuatro concentraciones del fungicida sistémico Previcur sobre el crecimiento in vitro de R. irregularis, en medio SRM a pH 7,5. Se escogió este valor de pH teniendo en cuenta que 7,5 resultó ser en el que mejor se desarrolló el estadio presimbiótico de esta cepa (Figura 1).
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Figura 1



Efecto de la aplicación al medio de cultivo SRM de diferentes concentraciones del fungicida Previcur en la germinación de esporas de la especie Rhizophagus irregularis (INCAM 11), durante 28 días







Las barras representan las medias de 10 placas conteniendo 5 propágulos cada una






			

			 Al analizar el comportamiento de la variable puede apreciarse que, los mayores valores de porcentaje de germinación se alcanzaron al aplicar la concentración de 10 mg L-1 del fungicida, diferenciándose significativamente del resto de los tratamientos. Por otra parte, al analizar el efecto de las concentraciones 0,1 mg L-1 y 1 mg L-1 del fungicida sistémico en la germinación de INCAM 11, no se encontraron diferencias estadísticas entre estas y el control, pero sí con la concentración de 100 mg L-1, la cual presentó los menores valores de porcentaje de germinación (Figura 1).

			 En la Figura 2 se observa que hubo incremento en la longitud del tubo germinativo a lo largo del tiempo, apreciable en todos los tratamientos estudiados. Durante las tres primeras semanas del experimento no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos; sin embargo, en la cuarta semana, los valores de la variable comenzaron a dispersarse, siendo mayor la longitud de los tubos germinativos de las esporas que fueron tratadas con la concentración de 10 mg L-1 del fungicida Previcur.
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Figura 2



Dinámica del crecimiento del tubo germinativo de propágulos de la especie Rhizophagus irregularis (INCAM 11), inoculados en medio SRM durante 4 semanas, con diferentes concentraciones del fungicida Previcur (0,1; 1; 10; 100 mg L-1)







Las barras representan los intervalos de confianza de la media de tratamientos para p≤ 0,05 (n=10)






			

			 En la Figura 3 puede apreciarse que en la concentración de 10 mg L-1 el porcentaje de incremento de esta variable, con respecto al testigo sin tratar, fue de 50 %. En el caso de la concentración de 0,1 y 1 mg L-1, solo alcanzaron el 10 % de incremento, sin diferencias significativas entre sí, excepto la concentración de 100 mg L-1, la cual decreció un 10 % respecto al control. 

			 Es evidente que la aplicación al medio de cultivo SRM del fungicida Previcur estimula, significativamente, el crecimiento de las hifas de germinación de R. irregularis.
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Figura 3



Porcentajes de incremento y decremento de la longitud del tubo germinativo de propágulos de Rhizophagus irregularis (INCAM 11), inoculados en medio SRM con diferentes concentraciones del fungicida Previcur (0,1; 1; 10; 100 mg L-1), respecto al testigo, calculados al finalizar el experimento







Las barras representan los intervalos de confianza de la media de tratamientos para p ≤ 0,05 (n=10)






			

			 Estos resultados in vitro guardan relación con investigaciones realizadas anteriormente (15), donde se informó acerca del efecto estimulador de algunos fungicidas sistémicos en el porcentaje de germinación, el crecimiento del tubo germinativo y la colonización de la raíz de Glomus intraradices a concentraciones comprendidas entre 0,1 y 10 mg L-1. Otros estudios también han mostrado que los fungicidas sistémicos pueden estimular o inhibir el funcionamiento micorrizíco, según la concentración utilizada del ingrediente activo (16). 

			 Es interesante destacar que en todas las concentraciones estudiadas se observó germinación y crecimiento hifal de las esporas de Rhizophagus irregularis, lo cual indica que no hubo un efecto inhibitorio sobre estas variables, aun cuando sus valores fueron inferiores a la concentración de 100 mg L-1. Esto podría explicarse sobre la base de que la toxicidad de Previcur, al ser aplicado, incluso a mayores concentraciones (100 mg L-1), no impide las reacciones que se desencadenan para el desarrollo del micelio en el medio de cultivo empleado.

			 Aunque las investigaciones in vitro en este sentido son escasas, se han encontrado informes que indican que algunos fungicidas sistémicos, como Metalaxil, pueden causar un aumento en la germinación y la longitud del micelio de esporas de HMA in vitro (17). Esta información coincide con lo encontrado en este estudio, en el que Previcur, de igual modo de acción que Metalaxil, estimuló el crecimiento del tubo germinativo de la cepa INCAM 11, en la concentración de 10 mg L-1 (Figura 4).
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Figura 4



Hifas de germinación (HG) de esporas de INCAM 11 tratadas o no con Previcur a una concentración de 10 mg L-1








A: sin fungicida y B: con fungicida. C: esporas de INCAM 11 tratadas con Previcur a igual concentración, semana 4
Fotos tomadas al estereomicroscopio (NOVEL N-800M, Nanjing Jiangnan Novel Optics Co., Ltd; China, 40X)






			

			 En la literatura consultada también se ha informado de algunos fungicidas sistémicos que presentan diferentes efectos, según la especie de HMA empleada. Por ejemplo, el fungicida Fenhexamida, presenta un efecto fungistático a concentraciones superiores de 20 mg L-1, al ser aplicado al medio de cultivo y reducir la germinación de esporas de Rhizophagus irregularis y afectar el crecimiento, la arquitectura y la fisiología del micelio extrarradical (18,19). Sin embargo, el mismo fungicida a una concentración similar a la del presente estudio (10 mg L−1) no afecta la germinación, ni la formación de anastomosis de las hifas de Funneliformis mosseae en medio de cultivo SRM, in vitro (20).

			 Según estudios in vitro (20,21), algunos fungicidas sistémicos, al ser empleados en el medio de cultivo SRM y en presencia de la cepa Rhizophagus irregularis y Funneliformis mosseae, probados incluso a concentraciones superiores a las de este estudio (200 mg L1), mostraron un efecto positivo en los HMA. Aunque hay muy poca literatura disponible sobre los efectos directos de los fungicidas en HMA en estas condiciones experimentales de cultivo monoxénico, de ahí la novedad e importancia de esta investigación, se puede apreciar, según estos resultados, que el efecto de algunos fungicidas sistémicos depende, fundamentalmente, de la concentración del fungicida y de la especie de HMA en estudio.

			 Resultados similares a los de este trabajo fueron encontrados por otros investigadores (22), quienes observaron, en condiciones in vitro, que el fungicida Myclobutanil, en un rango de concentración de 0,2 mg L-1 a 20 mg L-1, no afectó la biomasa, ni la viabilidad de las hifas de R. irregularis. Los resultados de este experimento están respaldados por datos obtenidos en campo, en los que la colonización de HMA se redujo solo cuando Myclobutanil produjo cambios en la fisiología de la planta huésped.

			 Por otra parte, en ausencia de una planta huésped, los productos químicos que contienen Clorotolurón no parecen tener ningún efecto sobre la germinación de esporas de HMA (4); mientras que los que contienen Bifenox y Mecoprop, Ioxinil y Clopiralida inhiben la germinación de las esporas en concentraciones bajas, pero estimulan la germinación en concentraciones consideradas altas. Estos resultados se corresponden con el efecto de Previcur en la cepa INCAM 11 estimulando su germinación y el crecimiento del tubo germinativo a una concentración de 10 mg L-1. 

			 También, se conoce que algunos fungicidas como Azoxistrobina, Flutolanil, Pencicuron y sus respectivas formulaciones (Amistar, Monarch y Monceren), tienen determinado impacto sobre el crecimiento del tubo germinativo de R. irregularis. Estos productos químicos al ser aplicados a concentraciones de 0,1; 1; 10 y 100 mg L-1 en condiciones de cultivo in vitro, mostraron una respuesta diferenciada en el crecimiento del tubo germinativo y en la germinación de las esporas, de tal forma que a concentraciones de 0,1 y 1 mg L-1 se observó un incremento de estas variables, mientras que a 10 y 100 mg L-1 se presentó inhibición. Así mismo, se presentaron diferencias en el porcentaje de germinación dependiendo del producto empleado (Azoxistrobina y Amistar 77 y 63 %, respecto a los tratamientos con Flutolanil, Pencicuron 58 y 44 %) (21).

			 Los resultados de esta investigación muestran como el fungicida Previcur tiene un efecto estimulador sobre la cepa INCAM 11 a una concentración de 10 mg L−1. Cabe señalar que en el medio de cultivo SRM, solo se empleó el producto químico y se inoculó la especie de HMA Rhizophagus irregularis, manifestándose un efecto directo de este fungicida sobre el HMA.

		

		
			CONCLUSIONES

			 La concentración de 10 mg L-1 del fungicida sistémico Previcur energy 84 sl tuvo un efecto positivo, estimulando la germinación y el crecimiento del tubo germinativo de Rhizophagus irregularis, en condiciones de cultivo in vitro.
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