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Resumen

Introduccién. Para el establecimiento adecuado de plantaciones de cacao, se deben garantizar tecnologias
idéneas para la obtencidn de posturas (plantas jovenes sembradas y desarrolladas en bolsas) de calidad en los
viveros. Objetivo. Definir indicadores de calidad para posturas de cacao producida via micro injertos, en funcién de
las fuentes orgdnicas y hongos micorrizicos arbusculares en un suelo Cambisol. Materiales y métodos. Entre 2018
y 2019, en el vivero de la Empresa Agroforestal y Coco de Baracoa, se evalué la inoculacion de las cepas Glomus
cubense y Rhizoglomus irregulare en sustratos formados por humus de lombriz y cdscara de cacao compostada
(3:1,5:1 v/v). Se utilizé un disefio completamente aleatorizado, con cincuenta posturas por tratamiento, de ellas
se evaluaron veinticinco. A los cuatro meses se evalud: altura, didmetro del tallo, masa seca aérea, radical y total,
concentracién de nutrientes foliares (N, P, K), drea foliar, indice de esbeltez, indice de calidad Dickson (ICD) y
porcentaje de colonizacidn micorrizica. Se realizé un andlisis de varianza de clasificacion simple y se aplicé la prueba
de comparacién de Duncan (95 %). Resultados. La inoculacién de G. cubense y R. irregulare, independiente de la
fuente de abono orgénico, incrementaron significativamente la masa seca total (39 %), el drea foliar (20 %) y el ICD
(48 %), respecto los testigos. El ICD se relacion6 significativamente (p<0,05) con la masa seca total y el drea foliar
(R?>=0,97). La inoculacién con R. irregulare y G. cubense incrementaron las concentraciones foliares de N, Py K.
Conclusiones. Las variables masa seca total, el drea foliar, el indice de esbeltez y el ICD, mostraron un caricter
integrador del crecimiento de la planta y pueden ser indicadores de calidad para los micro injertos de cacao, a partir
de relaciones suelo : abonos orgdnicos e inoculacién con G. cubense y R. irregulare.

Palabras clave: micorrizas arbusculares, indicadores, vivero, materia orgdnica.
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Abstract

Introduction. For the proper establishment of cocoa plantations, suitable technologies must be guaranteed
to obtain quality seedlings (young plants sown and developed in bags) in the nurseries. Objective. To define
quality indicators for cocoa seedlings produced via micro-grafting, depending on organic sources and arbuscular
mycorrhizal fungi in a Brown Sialitic soil. Materials and methods. Between 2018 and 2019 in the nursery of the
Empresa Agroforestal y Coco de Baracoa, the inoculation of the Glomus cubense and Rhizoglomus irregulare strains
in substrates formed by earthworm humus and composted cocoa husk (3:1,5:1 v/v) was evaluated. A completely
randomized design was used, with 50 postures per treatment, of which 25 were evaluated. At four months, the
following were evaluated: plant height, stem diameter, aerial, root and total dry mass, foliar nutrient concentration
(N, P, K), leaf area, slenderness index, Dickson Quality Index (DQI), and the percentage of mycorrhizal colonization.
A simple rank analysis of variance was performed and Duncan’s comparison test (95 %) was applied. Results. The
inoculation of G. cubense and R. irregulare, regardless of the source, significantly increased total dry mass (39 %),
the leaf area (20 %) and the DQI (48 %) with respect to the controls. The DQI was significantly related (p<0.05)
to total dry mass and leaf area (R?>= 0.97). The inoculation with R. irregulare and G. cubense increased the leaf N,
P, and k concentrations. Conclusions. The variables total dry mass, leaf area, slenderness index, and DQI showed
an integrative character of plant growth and can be used as quality indicators for cocoa micro-grafts, based on soil :
organic fertilizer relationships and inoculation with G. cubense and R. irregulare.

Keywords: arbuscular mycorrhizae, indicators, nursery, organic matter.

Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo de gran importancia econémica, social, ambiental y cultural para
los territorios en donde se produce (Arvelo Sdnchez et al., 2017). En Cuba, su cultivo se concentra en la regién
oriental, debido a las caracteristicas edafocliméticas de zonas con suelos friables y altas precipitaciones anuales
(1700 — 2500 mm), el 68 % de las plantaciones del pais y el 80 % de la produccion, se ubican en el municipio de
Baracoa, de la provincia de Guantanamo (Sudrez et al., 2013).

En el estudio de la cadena productiva del cacao (Selva-Herndndez et al., 2015) en las provincias cacaoteras
de Cuba (Guantdnamo, Santiago de Cuba, Holguin y Granma), se definieron los factores limitantes que provocan
los bajos rendimientos en el cultivo, dentro de los que se destacaron, la despoblacion de las plantaciones por mal
manejo, baja produccién y baja calidad de posturas, poco uso de fertilizantes orgdnicos (3,60 % abonos verdes,
31 % compost), poca disponibilidad de documentacion técnica sobre el establecimiento y manejo de viveros y
plantaciones, entre otras.

El empleo de técnicas agroecoldgicas como el uso de abonos orgdnicos y biofertilizantes constituyen
alternativas para la nutricion de las plantas (Martin Alonso et al., 2014) y asi lograr una agricultura resilente (Le
Mire et al., 2016; Mahanty et al., 2017). Se ha encontrado que la adicién del humus de lombriz a los suelos y a los
sustratos, incrementa el crecimiento y la productividad de Solanum lycopersicum L., Phaseolus vulgaris L., Zea
mays L., entre otros (Veobides Amador et al., 2018), mediante la mejora significativa en las propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas de los mismos y su accidén bioestimuladora sobre el crecimiento de las plantas, mediante la
produccién de fitohormonas (Broz et al., 2016).

La cascara de cacao es otro de los abonos orgdnicos utilizados, que constituye un subproducto originado
del procesamiento de sus frutos, que se acumulan en grandes cantidades en las dreas de cultivo. La misma posee
caracteristicas positivas, que la hacen idonea para la produccion de posturas, como la alta capacidad de retencion de
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humedad, aireacién y circulaciéon del agua entre sus poros (Selva-Herndndez, et al., 2015), aumenta la respiracion
microbiana y el N mineralizado sirve como fuente de nutrientes (Talade Atere et al., 2020).

El empleo de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), permite a la planta ampliar la exploracion del
sustrato a través del micelio y transportar nutrientes (Begum et al., 2019; Igiehon & Babalola, 2017) y agua (Augé
et al., 2015) a la raiz, genera mejoras en los agregados del suelo, participacion en los ciclos del carbono y del
nitrégeno, lo que aumenta la resiliencia del ecosistema (Frey, 2019).

Durante mas de veinte afios en Cuba, se han desarrollado una serie de investigaciones relacionadas con el uso
y manejo de los HMA-sustratos en diferentes agroecosistemas, cuyos resultados han brindado importantes aportes
en diferentes cultivos a nivel de vivero y campo (Fundora Sanchez et al., 2011; Riera Nelson & Favier Mena,
2018; Rivera et al., 2020; Simé Gonzalez et al., 2017).

De acuerdo con estudios previos, el Theobroma cacao es un cultivo micétrofo (Latacela Coello et al., 2017,
Leblanc Urefia & Marquez Espinoza, 2014) y la inoculacién con hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en
plantulas de cacao favoreci6 el desarrollo de las plantas, con un aumento de la biomasa vegetal y raices, asi como
la absorcion de nutrientes (Bustamante-Gonzélez & Rojas-Osoria, 2017; Camargo-Ricalde et al., 2012; Leblanc
Urefla & Marquez Espinoza, 2014; Ricardez-Pérez et al., 2020).

En la provincia de Guantdnamo, Cuba, con la inoculacién de posturas de caoba del pais (Swietenia mahagoni,
L.) y soplillo (Lysiloma lastisiliguum, Benth) con iguales proporciones de sustrato (5:1), formado por suelo
Cambisol y estiércol ovino y las cepas Glomus cubense y Rhizoglomus irregulare, se encontr6 que el porcentaje de
colonizacién de las especies forestales fue mayor con R. irregulare (44 — 50 %) que con G. cubense (39 — 40 %),
pero superiores al testigo (Falcén Oconor et al., 2013). Esta es una condicién que se aprecié para estas cepas en
estos tipos de suelos y proporcién de sustrato, con independencia de las fuentes y cultivos.

En diferentes estudios se ha demostrado que la mayor efectividad por los HMA ocurre en los suelos con baja
disponibilidad de P; asi Falcén Oconor et al. (2021) encontraron mayor actividad y el beneficio de la simbiosis
en especies forestales en sustratos deficientes en fésforo. Con respecto a esto, Rivera et al. (2020) informaron que
con muy alta disponibilidad de nutrientes se obtienen los menores efectos de la inoculacién con cepas eficientes
y se alcanza la mayor efectividad con disponibilidad media, pero si es baja o nula, no funciona la simbiosis y se
obtienen plantas con menor crecimiento y baja efectividad de la inoculacién.

Los resultados obtenidos en Cuba al utilizar inoculantes simples de cepas “generalistas” con las especies
vegetales en una amplia cantidad de cultivos y tipos de suelos, han permitido recomendar la aplicacion de
INCAM-11 (R. irregulare) a los cultivos en suelos Pardos, Himico Calcimérficos, Vérticos e incluso Ferraliticos
Rojos, siempre que el pH-H,O sea de 7 a 8 (Riera Nelson & Favier Mena, 2018; Rivera et al., 2020). La aplicacién
de INCAM-4 (G. cubense) se recomendd para suelos cuyo pH se encuentra en el rango de 5,8 a 7,2, con una zona
de solapamiento de la efectividad de ambas cepas entre pH 7 y 7,2 (Rivera et al., 2020). No obstante, existen
cultivos que presentan compatibilidades especificas con algunas cepas y en ese caso, ademds de asociarse con la
cepa recomendada de acuerdo con el pH del suelo, se asocian con la cepa compatible (Rivera et al., 2020).

En Cuba no se cuenta con informacion en la literatura sobre los requerimientos de nutrientes y las
concentraciones que deben tener las hojas del cultivo de cacao en condiciones de vivero, pero en Perti, Garcia Reyes
(2018) estimd que las plantas en vivero entre 2 a 6 meses, requieren 2,4 kg ha'! de nitrégeno, 0,6 kg ha! de fésforo
y 2.4 kg ha'! de potasio. Este vacio en el conocimiento limita la adecuada interpretacion de los andlisis foliares y
por lo tanto, los valores usados como concentraciones de referencia para interpretar y comparar los resultados, son
datos de investigaciones de otros paises como Colombia, Brasil y Ghana, obtenidos en condiciones de produccién
con diferentes clones de cacao y con un suministro éptimo de nutrientes mediante fertilizacién quimica.

El andlisis epistémico a los aportes de la diversidad de autores antes sefialados, ha permitido conocer el no
uso de indicadores para determinar la calidad de las posturas de cacao, ya que son utilizados en pldntulas de cafeto
(da Silva Ardito et al., 2017; de Sousa Cruz et al., 2020; Marana et al., 2008; Pechara da Costa Jaeggi et al., 2018)
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y forestales (Falcén Oconor et al., 2015; Falcén Oconor et al., 2021; Noguera-Talavera et al., 2014; Rodriguez-
Ortiz et al., 2021). El objetivo de este trabajo fue definir indicadores de calidad para posturas de cacao producida

via micro injertos, en funcién de las fuentes orgdnicas y hongos micorrizicos arbusculares en un suelo Cambisol.

Materiales y métodos

Descripcion general

El trabajo se desarroll6 en la Universidad de Guantdnamo, en conjunto con la Empresa Agroforestal y Coco
de Baracoa, durante el periodo 2018 - 2019, en el vivero del Centro de Gestién Paso de Cuba, localizado a 20 22’
latitud N y 74 °32’ longitud O, municipio Baracoa, provincia de Guantdnamo. Se utiliz6 un suelo Cambisol éutrico
arcilloso (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2015), algunas de sus caracteristicas quimicas
se reflejan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas quimicas del suelo Cambisol éutrico, en vivero del Centro de Gestion Paso de Cuba, Baracoa, Cuba. 2018.

Table 1. Chemical characteristics of the Eutric Cambisol soil in the nursery of the Paso de Cuba Management Center, Baracoa, Cuba.
2018.

PO K,O

M.O. (g kg) pH (H,0) 1S 2 K* Ca* (cmol_kg™) Mg
(mg 100 g suelo™)
3244 6,15 142,14 122,32 9,14 2140 0,90

Los sustratos para el llenado de las bolsas (suelo: cdscara de cacao descompuesta, suelo / humus de lombriz en
proporciones 3:1, 5:1 v/v) se caracterizaron por ser ligeramente bdsicos con altos contenidos de fésforo y potasio
disponibles. Al disminuir la proporcién de los abonos orgénicos en la mezcla (Cuadro 2) disminuyeron de forma

proporcional los valores de fésforo y potasio disponibles. La cdscara de cacao se obtuvo de un proceso de compostaje.

Cuadro 2. Anilisis quimico de los sustratos 3:1 y 5:1 de suelo: cascara de cacao (Theobroma cacao L.), suelos: humus de lombriz
(Lumbricus terrestris) en vivero del Centro de Gestion Paso de Cuba, Baracoa, Cuba. 2018.

Table 2. Chemical analysis of the 3:1 and 5:1 soil substrates: cocoa (Theobroma cacao L.) husk, soils: earthworm humus (Lumbricus
terrestres) in the nursery of the Paso de Cuba Management Center, Baracoa, Cuba. 2018.

Sustratos MO (%) pH (H,0) P,O, (mg 100 g™) K,O (mg 100 g™)
Cascara de cacao 3:1v/v 4,72 7,30 222,40 54,30
Cascara de cacao 5:1v/v 3,80 7,35 121,20 45,20
Humus de lombriz 3:1v/v 4,50 7,40 234,40 61,30
Humus de lombriz 5:1v/v 3,82 7,30 134,90 53,90

El pH-H,O se determind en una relacion suelo: solucion (1:2,5) por el método potenciométrico. La
determinacion de la materia orgdnica por el método de Walkley-Black (oxidacién del C con K,Cr,0, 0,50 M en
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H,SO, (18 M al 98 %) y valoracién con SO ,FeNH, (0,25 M). La determinacién del P,O, y el K,O se hizo por
el método de Machiguin (solucién extractiva de (NH,),CO, con concentracién de 10 g L', pH 9,0) y valoracién
con &cido ascérbico. Los cationes intercambiables se obtuvieron por extracciéon 1/5 con NHAc 1 M pH 7 y
determinacién por complejometria (Ca y Mg) y fotometria de llama (K).

Las caracteristicas climdticas de la localidad se consideran adecuadas para el cultivo de cacao segin Suarez
et al. (2013). En una serie de diez anos (2010 — 2020), se presentaron temperaturas promedio anuales de 25,50 °C
y precipitaciones promedio anuales que variaron desde 1500 a 1800 mm, reportdndose por encima de los 100 mm
mensuales desde la segunda quincena de marzo hasta la primera de julio y desde septiembre hasta diciembre.

Para la conformacién de los micro injertos se utilizaron los clones cubanos UF- 650 (patrén) y como yemas
el clon UF — 654. Ambos materiales procedian del Banco de Germoplasma de Cacao de la Unidad de Ciencia y
Tecnologia de Base de Baracoa (UCTB). Se utiliz6 como cubierta para el control de la insolacién una malla sardn
negra, con un paso de luz de 50 %, colocada a 2 m por encima de los bolsos, asi como en el costado del vivero,
para evitar la luz solar directa sobre las plantulas y se realiz6 el riego por goteo.

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado, donde se estudiaron la efectividad de la inoculacién con
hongos micorrizicos abusculares: con las cepas Glomus cubense/INCAM-4 y Rhizoglomus irregulare/INCAM-11,
en presencia de dos fuentes de abono orgdnico, humus de lombriz (Lumbricus terrestris) especie Eisenia fétida
(Savigny, 1826) y cacao (Theobroma cacao), ambas en relacién 5:1 suelo: abono orgénico y en presencia de
dos tratamientos control de 3:1 suelo: abono orgédnico, con una u otra fuente, respectivamente. Las parcelas
experimentales estuvieron conformadas por cincuenta posturas, de las cuales se evaluaron veinticinco.

Los tratamientos utilizados fueron:

a) Suelo: cdscara de cacao 3:1v/v sin inocular (control).

b) Suelo: humus de lombriz 3:1v/v sin inocular (control).

¢) Suelo: céscara de cacao 5:1v/v + INCAM -11.

d) Suelo: humus de lombriz 5:1v/v + INCAM -11.

e) Suelo: cdscara de cacao 5:1v/v+ INCAM -4.

f) Suelo: humus de lombriz 5:1v/v+ INCAM -4 .

Las cepas utilizadas del hongo micorrizico fueron Glomus cubense/INCAM-4 (Rodriguez et al., 2011) y
Rhizoglomus irregulare (Sieverding et al., 2014) syn. Rhizophagus irregulare/INCAM-11 procedentes del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas de la Habana (INCA). Ambas se formularon como inoculantes “simples” en
formulacién s6lida, con mds de treinta esporas por gramos de producto y una cantidad indeterminada de micelios
y raicillas infectivas.

El inoculante se preparé a partir de la aplicacion de un aislado de cada cepa con un alto grado de pureza, a semillas
de Urochloa decumbens cv. Basilisk y cultivadas en un sustrato especifico (Ferndndez Martin et al., 2002). Después de
cuatro meses, se cortaron las plantas y se extrajo el sustrato enriquecido con propdgulos de micorrizas. Este material se
seco a temperatura ambiente a la sombra y se moli6 en forma de polvo (89 % < 0,84 mm). Los inoculantes consistieron
en una mezcla de material de sustrato con propdgulos micorricicos que incluian raices con micorrizas.

Al alcanzar los micro injertos de cacao una altura promedio de 5 cm en el germinador, se seleccionaron y se
introdujeron en la mezcla de 1 kg de inoculante en 1 L de agua durante un minuto y posterior reposo de 30 min.
Luego, los micro injertos micorrizados se trasplantaron a las bolsas de polietileno (14,5 cm x 24 cm) que contenian
el sustrato preparado.
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Variables evaluadas
Las variables evaluados fueron:

a) Altura de las plantas (cm), la cual se utilizé cinta métrica y se midié desde el cuello de la raiz hasta la
yema terminal.

b) Didmetro del tallo (mm), medido por debajo de la cicatriz cotiledonal, con un pie de rey con precisién 0,05 cm.

¢) Biomasa seca de la arte aérea y radical de doce plantas por tratamientos (g/planta), para ello se tomé la parte
aérea y radical de las plantas, se secaron en estufa de circulacion forzada, a 70 °C, hasta alcanzar valores de masa
constante en balanza analitica digital (+0,0001 g de error) marca Sartorius.

d) Area foliar real (cm?), a partir de la longitud y ancho de las hojas y con base en la ecuacién 1 descrita por
Mollericona Alfaro et al. (2022).

AF=0,6877 (largo x ancho) + 0,5189 (1)

e) Contenidos de nutrimentos en la parte aérea de plantas crecidas en vivero (N, Py K) (g/planta): se determind
el porcentaje de N, Py K a la masa seca de la parte aérea de las plantas. Se realiz6 la digestion himeda con H,SO,
y Se, para la posterior determinacién de nitrégeno (N) por colorimetria con el reactivo de Nessler, fésforo (P) por
determinacién colorimétrica a partir de la reduccién del complejo molibdo fosférico y potasio (K) por fotometria
de llama. Luego se calculd el contenido de N, Py K (g/planta) a través de la ecuacion 2.

Contenido del elemento (g/planta) = [Masa seca*concentracién del elemento]/100 2)

f) Indice de esbeltez (IE), se determiné por la ecuacién 3.

IE = altura de las plantas/didmetro del tallo 3)

Q) Indice de calidad (ICD) de Dickson et al. (1960), para el cual se utiliz6 la ecuacion 4.

ICD = MST/RAD+RPAR 4)

Donde:

MST: peso seco total,g (aéreo+radical).

RAD: relacion altura (cm)/didmetro (mm).

RPAR: relacién peso seco parte aérea (g)/peso seco parte radical(g).

Porcentaje de colonizacion micorrizica

A los cuatro meses de inoculacién se tomaron muestras de raices finas de ocho plantas por parcela, ubicadas
en la parte central del cantero. Las raices fueron tefiidas con tinta de boligrafo azul Parker Quink lavable en agua
(Rodriguez Yon et al., 2015) y evaluadas con el método de los interceptos (Giovannetti & Mosse, 1980).

Las raices se lavaron con agua comun y se secaron en estufa a 70 °C hasta peso constante. La tinta de boligrafo
azul Parker Quink lavable en agua, se preparé a razén de 25 mL en 1000 mL de 4cido clorhidrico (1N) al 2,5 %
(v/v). Luego, se clarificaron las raices en solucién de hidréxido de potasio al 10 % (m/v) incubado en estufa a 90
°C de 30 min a 1 h y luego se eliminé la solucién al lavar tres veces con abundante agua de grifo. Se afiadié la
solucién de tinta, se dejé en reposo por 15 min a temperatura ambiente y a continuacién se colocé en la estufa de
10 a 15 min a 70 °C. La lectura de las muestras se realiz6 en estereoscopio (Carl Zeiss, Stemi 2000-C/50x). A partir
de las lecturas se determinaron los porcentajes de colonizacién micorrizica.

Analisis de los datos

Para el procesamiento estadistico se comprob6 la normalidad de los datos mediante la prueba de Kolmogorov
- Smirnov (Sheskin, 2000) y la homogeneidad de la varianza por la prueba de Levene (Sheskin, 2000). Luego, se
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realizo el andlisis de varianza de clasificacion simple, realizdindose los correspondientes andlisis de varianza por
el programa Statgraphics version 5.1 en ambiente Windows. Los datos de colonizacién micorrizica (porcentaje de
colonizacién) fueron transformados por Arc. senvx. Cuando el andlisis de varianza fue significativo, se aplicé la
prueba de comparacion de rangos miultiple de Duncan (Duncan, 1955) para 95 % de probabilidad, como criterio de
comparacién entre las medias de los tratamientos.

La relacién entre los indicadores de calidad se ajustd a varios modelos de regresién y como criterio de
seleccion se tomd el de mayor coeficiente de determinacién (R?).

Resultados

La inoculacién de las posturas con G. cubense y R. irregulare en sustratos conformados por cdscara de cacao
0 humus de lombriz ambos en proporcién 5:1, incrementaron la altura de la planta en ambos afios, sin diferencias
entre los mismos (Cuadro 3) y fueron significativamente superiores a los tratamientos no inoculados conformados
por sustratos con una relacion S/AO de 3/1. Los promedios en la altura de la plantas inoculadas con micorrizas
alcanzaron valores de 31 cm, mientras que en los controles fueron entre 26 cm y 28 cm.

Cuadro 3. Efecto de la inoculacién con dos cepas de HMA (G. cubense y R. irregulare) sobre indicadores morfoldgicos de los
microinjertos de cacao (Theobroma cacao) en dependencia del sustrato, en vivero del Centro de Gestion Paso de Cuba, Baracoa, Cuba.
2018 —2019.

Table 3. Effect of inoculation with two AMF strains (G. cubense y R. irregulare) on morphological indicators of cocoa (Theobroma
cacao) micro-grafts depending on the substrate, in the nursery of the Paso de Cuba Management Center, Baracoa, Cuba. 2018 —2019.

Tratamientos Altura (cm) Diametro (mm) Indice esbeltez (IE)
2018 2019 2018 2019 2018 2019

3:1 S/CC (Control) 26,70° 26,57° 6,35" 5,34° 4.20¢ 4,55¢
3:1 S/HL (Control) 28,14° 27.93% 6.40° 5,98° 4,39¢ 4,67
5:1 S/CC+ INCAM-11 32,71* 30,14 7,90 6,97 4,11° 3,78°
5:1 S/HL+ INCAM-11 31,.25° 3043° 7,62¢ 6,87 3,542 3432
5:1 S/CC+ INCAM-4 31,940 31,140 7,55° 7,03° 3.82° 3,69°
5:1 S/HL+ INCAM-4 31,717 31,57 7,54° 6,807 3,59° 3,557
Es X 1,02 1,17 0,30 0,21 0,01 0,02

*S/CC: suelo / cdscara de cacao; S/HL: suelo / humus de lombriz. INCAM-4: Glomus cubense e INCAM-11: Rhizoglomus irregulare.
Medias con letras diferentes en la misma columna difieren entre si segtin prueba de Duncan para 95 % de probabilidad. / * S/CC: soil
/ composted cocoa husk; S/HL: soil / earthworm humus. INCAM-4: Glomus cubense and INCAM-11: Rhizoglomus irregulare. Means
with different letters in the same column differ from each other according to Duncan test for 95 % probability.

El didmetro del tallo no mostré diferencias significativas entre las cepas en los sustratos 5:1 con cdscara de
cacao y humus de lombriz, con promedios entre 7,23 mm y 7,34 mm, pero con diferencias significativas respecto
a los controles que alcanzaron promedios entre 6,10 mm y 6,19 mm.

Al evaluar el indice de esbeltez (relacion altura/didmetro) los mejores valores se encontraron en los
tratamientos donde se inocularon G. cubense (INCAM-4) y R. irregulare (INCAM-11), los cuales superaron
estadisticamente (p<0,05) a los testigos; asi, con la cepa INCAM-11 se alcanzé un promedio para los dos afios de
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3,71 y con INCAM-4 fue de 3,61, mientras que con 3:1 suelo / cdscara de cacao estuvo en 4,37 y con 3:1 suelo:
humus de lombriz fue de 4,53; es de sefialar que este indicador mientras menor valor presente serd un indicador de
mayor vigor y calidad de las plantulas.

La inoculacién de las cepas de hongos micorrizicos en el sustrato 5:1 con cdscara de cacao o humus de lombriz,
incrementaron significativamente la masa seca de la parte aérea y radical, respecto a los tratamientos control (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto de la inoculacién de dos cepas de HMA (G. cubense y R. irregulare) con proporcioén y fuente de materia orgdnica
sobre la masa seca foliar, radicular y total (g/planta) en la produccién de postura de cacao (Theobroma cacao), en vivero del Centro de
Gestion Paso de Cuba, Baracoa, Cuba. 2018 — 2019.

Table 4. Effect of inoculation with two AMF strains (G. cubense y R. irregulare) with proportion and source of organic matter on shoot,
root and total dry mass (g/plant) in cocoa (Theobroma cacao) seedling production, in the nursery of the Paso de Cuba Management
Center, Baracoa, Cuba. 2018 — 2019.

Tratamientos Masa seca aérea (g) Masa seca radical (g) Masa seca total (g) Masa seca aérea /
masa seca radical (g)

2018 2019 2018 2019 2018 2019 2018 2019

3:1S/CC 2,55¢ 2,67° 0,37° 0,35 2,92¢ 3,02¢ 6,894 7,62°
3:1 S/HL 2.83° 2,30° 041° 0,43° 3,24° 3,.23% 6,901 6,51¢
5:1 S/CC +INCAM-11 3,69 3,73¢ 0,57* 0,59¢ 4,28 4,328 6.47° 6,32°
5:1S/HL + INCAM-11 3,720 3,75° 0,58° 0,60° 4.30° 435 641° 6,25°
5:1 /CC + INCAM-4 3,70° 3,73° 0,56 0,58 426 4310 6,60¢ 6,43¢
5:1S/HL + INCAM-4 3,73 3,720 0,60° 0,62¢ 433 4,342 6,22¢ 6,00°
Es X 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,02 0,03 0,021

*S/CC: suelo / cascara de cacao; S/HL: suelo / humus de lombriz. INCAM-4: Glomus cubense e INCAM-11: Rhizoglomus irregulare.
Medias con letras diferentes en la misma columna difieren entre si segtin prueba de Duncan para 95 % de probabilidad. / *S/CC: soil /
composted cocoa husk; S/HL: soil / earthworm humus. INCAM-4: Glomus cubense and INCAM-11: Rhizoglomus irregulare. Means
with different letters in the same column differ from each other according to Duncan test for 95 % probability.

Para la masa seca total, se encontraron incrementos significativos similares como el alcanzado en sus
componentes (masa seca aérea y masa seca radical). La inoculacién con Rhizoglomus irregulare y Glomus cubense
durante los dos afios evaluados, permitié incrementos de la masa seca total promedio de 39 % en relacién con los
tratamientos controles.

El efecto benéfico también se observd en la relacion masa seca aérea / masa seca radical, con diferencias
significativas entre las posturas con micorrizas y los tratamientos control. La inoculacién con G. cubense (5:1 suelo
/ humus), superé estadisticamente al resto de los tratamientos, mientras que con 5:1 suelo / cdscara de cacao fue
inferior a lo alcanzado con la cepa R. irregulare en ambos sustratos. El promedio de dos afios para este indicador
estuvo para el tratamiento con G. cubense en 6,31 y con R. irregulare fue de 6,36, en los tratamientos control estuvo
entre 6,89 - 6,90. Este pardmetro es muy importante para el establecimiento de las plantas en campo, pues mientras
menor valor se obtenga en esta relacion, existird mas vigor en la planta.

En cuanto al drea foliar, la inoculacién incrementdé significativamente esta variable en ambos afios en
comparacién con los tratamientos no inoculados y sin diferencias significativas entre las cepas; asimismo, no se
encontré efecto significativo entre los sustratos (Cuadro 5). Se encontré como promedio de drea foliar entre 1452
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Cuadro 5. Efecto de la inoculacién de dos cepas de HMA (G. cubense y R. irregulare) sobre la colonizacién micorrizica (%), el area
foliar (cm?) y el indice de calidad de Dickson en posturas de cacao (Theobroma cacao), en vivero del Centro de Gestién Paso de Cuba,
Baracoa, Cuba. 2018 — 2019.

Table 5. Effect of the inoculation of substrate AMF strains (G. cubense y R. irregulare) on mycorrhizal colonization (%), leaf area
(cm?) and the Quality Index Dickson in cocoa (Theobroma cacao) micro-grafts, in the nursery of the Paso de Cuba Management Center,
Baracoa, Cuba. 2018 —2019.

Infeccién (%) Area foliar (cm?) Indice calidad Dickson

Tratamientos 2018 2019 2018 2019 2018 2019
3:1S/CC (Control) 16,05 17 24 1232,12b 1241,11° 027 0,28
3:1S/HL (Control) 18,17° 19,14 1251,13 1272,14 0,29 0,30
5:1S/CC+ INCAM-11 38,000 37,220 1495,14 1480,12° 0,400 0,40
5:1S/HL+ INCAM-11 37,000 37,000 1502,11¢ 1493,120 0410 0410
5:1S/CC+ INCAM-4 3433 33,00 1431,15° 1447,16° 0,39 0,39°
5:1S/HL+ INCAM-4 33,000 3400 1462,17° 1468,13 0.42° 0.41°

Es X 1,11 1,15 5707 53,88 0,01 0,02

* S/CC: suelo / céascara de cacao; S/HL: suelo / humus de lombriz. INCAM-4: Glomus cubense e INCAM-11: Rhizoglomus irregulare.
Medias con letras diferentes en la misma columna difieren entre si segtin prueba de Duncan para 95 % de probabilidad. / * S/CC: soil
/ composted cocoa husk; S/HL: soil / earthworm humus. INCAM-4: Glomus cubense and INCAM-11: Rhizoglomus irregulare. Means
with different letters in the same column differ from each other according to Duncan test for 95 % probability.

cm?y 1493 cm? en las posturas con micorrizas en ambos sustratos, lo que representd incrementos de un 14 — 20 %
con respecto a los testigos no inoculados.

El porcentaje de colonizacién fingica reflejé una respuesta significativa y similar a la inoculacién de ambas
cepas con valores entre 34 % y 37 %, sin presentar efecto de los sustratos y con valores significativamente
superiores a los tratamientos no inoculados.

Los valores més altos del Indice de Dickson se obtuvieron en las posturas inoculadas, con diferencias
significativas respecto a los tratamientos control. No se encontraron diferencias entre R. irregulare y G. cubense
en ambos sustratos. El valor medio alcanzado con las cepas estuvo en 0,40, mientras en los testigos fue de 0,27, lo
que representd un incremento de un 48 %.

El ICD se relacion6 de forma positiva con los otros indicadores (Figura 1). Las mayores correlaciones se
encontraron con la masa seca total (R?= 0,97) y el drea foliar (R?>= 0,97), seguida del IE (R?= 0,74) y con menos
valor con la relacién masa seca aérea / masa seca radical (R?>=0,61), lo que constituye una informacién valiosa para
evaluar el manejo adecuado de las posturas de cacao y permitié tomar como criterio de calidad de una postura de
cacao ademads del ICD, a la masa seca total y al drea foliar.

La inoculacion con las cepas de micorrizas incremento las concentraciones de nutrientes en las hojas respecto
a los controles (Cuadro 6). Se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de nitrégeno entre las
cepas, R. irregulare permiti6 valores superiores de N (24 — 25 g kg™') con relacion con G. cubense (21 — 23 g kg™).
Para las concentraciones de fésforo, la cepa G. cubense (2,50 — 2,53 g kg™') superd significativamente a R. irregulare
(2,39 — 2,46 g kg'!), pero ambas superaron a los testigos. En cuanto a las concentraciones de potasio foliar, no se
encontraron diferencias entre los tratamientos con R. irregulare y G. cubense, pero si respecto a los controles.
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Figura 1. Relacién entre indice de calidad de Dickson con indice de esbeltez, masa seca total (g), drea foliar (cm?) y la relacién masa
seca aérea / masa seca radical en posturas de cacao (Theobroma cacao) en el vivero del Centro de Gestion Paso de Cuba, Baracoa,
Cuba. 2018-2019.
Figure 1. Relationship between the Dickson Quality Index with the Slenderness Index, total dry mass (g), leaf area (cm?), and shoot
dry mass / root dry mass ratio in cocoa (Theobroma cacao) seedlings in the nursery of the Paso de Cuba Management Center, Baracoa,
Cuba. 2018-2019.

Area foliar (cm?)

Cuadro 6. Efecto de la inoculacién de dos cepas de HMA (G. cubense y R. irregulare) sobre las concentraciones de nutrientes foliares
(N,PK) de las posturas de cacao (Theobroma cacao) (g kg de masa seca), en vivero del Centro de Gestién Paso de Cuba, Baracoa,

Cuba. 2018 — 2019.

Table 6. Effect of the inoculation with two AMF strains (G. cubense y R. irregulare) on foliar nutrient concentrations (N,P,K) of cocoa
(Theobroma cacao) seedlings (g kg de mass dry), in the nursery of the Paso de Cuba Management Center, Baracoa, Cuba. 2018 —2019.

Tratamientos N P K
2018 2019 2018 2019 2018 2019
3:1 S/CC (Control) 20,20¢ 21,18 2,104 2,204 21,10° 22.20°
3:1 S/HL (Control) 21,10¢ 20,40¢ 2,15¢ 2,22¢ 22.80° 21,400
5:1 S/CC+ INCAM-11 21,200 22.40° 2,38¢ 2 40¢ 23.90° 24,15°
5:1 S/HL+ INCAM-11 24 20° 2533 2,45° 2,48° 24,800 25,50°
5:1 S/CC+ INCAM-4 20,30° 21,30° 2,50 2,53¢ 24 20° 24 40°
5:1 S/HL+ INCAM-4 2321¢ 22,820 2,528 2,507 25,50° 25.90°
Es X 0,15 0,17 0,015 0,019 0,15 0,13

* S/CC: suelo / cascara de cacao; S/HL: suelo / humus de lombriz. INCAM-4: Glomus cubense e INCAM-11: Rhizoglomus irregulare.
Medias con letras diferentes en la misma columna difieren entre si segin prueba de Duncan para 95 % de probabilidad. / * S/CC: soil
/ composted cocoa husk; S/HL: soil / earthworm humus. INCAM-4: Glomus cubense and INCAM-11: Rhizoglomus irregulare. Means
with different letters in the same column differ from each other according to Duncan test for 95 % probability.
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Discusion

Los promedios en la altura y del didmetro del tallo de las posturas de cacao obtenidas por microinjertos a
los cuatro meses posterior a la inoculacién con las cepas de micorrizas G. cubense y R. irregulare en un sustrato
5:1, fueron similares a los obtenidos en igual periodo, en posturas de cacao obtenidas por semillas por Suparno
et al. (2015), con la aplicacién del inéculo Mycofer (conformado por cuatro especies de HMA) y por Vallejos-
Torres et al. (2022), con una mezcla de esporas de cuatro cepas de micorrizas (Glomus sp., Rhizoglomus sp.,
Diversispora aurantia y Acaulospora sp.) mds compost, quienes obtuvieron como promedio altura entre 36 cm y
38 cm y didmetros del tallo de 7,26 mm, superiores al control. Esto sugiere que las posturas de cacao obtenidas via
microinjertos o por semillas, pueden responder a la inoculacién con micorrizas con independencia de las cepas y
el sustrato.

Los valores encontrados en el drea foliar en las posturas con micorrizas en ambos sustratos coincidieron con
los obtenidos por Vallejos-Torres et al. (2022), quienes al mejorar el sustrato para la produccién de posturas de
cacao con la aplicacién de compost mds una mezcla de esporas de cuatro cepas de micorrizas, obtuvieron como
promedio 1400 cm? de drea foliar.

La utilizacion del indicador drea foliar para evaluar la calidad de una postura, por su cardcter integrador del
crecimiento 6ptimo de una planta, ha sido utilizado en viveros de diferentes cultivos. Los trabajos mas detallados
en Cuba, lo constituyen los realizados en cafeto (Sdnchez Esmoris et al., 2011), en portainjertos de Persea ameri-
cana L. (Fundora Sanchez et al., 2011), Mussa sp. (Simé Gonzélez et al., 2017), T. cacao (Bustamante-Gonzélez &
Rojas-Osoria, 2017) y Talipariti elatum (sw.) fryxell (Falcén Oconor et al., 2015), donde se encontré respuesta po-
sitiva de las combinaciones de cepa de HMA-relacion suelo: abono organico, con incrementos significativos en el
crecimiento y drea foliar, asi como en la disminucién de las cantidades aplicadas de abonos orgdnicos en el sustrato.

El empleo de compost de Jacinto de agua (Eichhornia crassipes (Mart.) Solms) en proporcion de 20 % de la
mezcla con suelo, permitié obtener efectos positivos en los indice de esbeltez y de calidad de Dickson en posturas
de cacao respecto a la utilizacion de 10 y 40 % del abono y todos superaron al testigo (Orellana Tobar & Anaya
Hernandez, 2021).

Los resultados obtenidos en la inoculaciéon de HMA con la disminucion de la cantidad de abono organico en
el sustrato (5:1), pudo estar relacionada con la menor cantidad el P disponible en el suelo respecto a la relacién
3:1, mientras que el pH del suelo pasé de ligeramente 4cido a ligeramente alcalino. Con respecto al pH, las cepas
R. irregulare y G. cubense funcionaron bien en el sustrato 5:1 con pH de 7,30-7,35, lo que coincide con Vallejos-
Torres et al. (2022), quienes en el tratamiento compost mds una mezcla de esporas de cepas de micorrizas aplicadas
a posturas de cacao, encontraron que las especies Glomus sp. y Rhizoglomus sp. tuvieron un funcionamiento
adecuado en pH por encima de 7.

Los promedios encontrados para los dos afios, de 3,71 — 3,61 en las plantas inoculadas, en el indice de esbeltez
(IE) se consideran adecuados para una postura segin Marana et al. (2008). El IE (relacion altura/didmetro) se
desarroll6 para evaluar distintas combinaciones de pardmetros morfolégicos y recomendado como indicador de un
mayor vigor y calidad de las plantulas (Noguera-Talavera et al., 2014; Rodriguez-Ortiz et al., 2021); asi, mientras
menores valores se obtenga, serdn plantas que podrian presentar una mayor resistencia mecdnica a los fuertes
vientos, mds esbeltas y con tallos vigorosos (Romero-Marcano et al., 2021).

El crecimiento también fue favorecido, en biomasa aérea, radical y total, lo que representaria una mayor
productividad. El comportamiento de la masa seca total de las posturas de cacao fue similar al observado para
la masa seca aérea y la masa seca radical. Con la utilizacién de un sustrato 5:1 suelo Cambisol / cachaza y la
inoculacion de Rhizoglomus irregulare y Glomus cubense en posturas de cacao obtenidas por semillas hibridas,
Bustamante-Gonzédlez & Rojas-Osoria (2017) informaron de incrementos de la materia seca en un 44 % respecto
al testigo sin inocular.
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Los valores obtenidos en la relacion altura / didmetro del tallo y la relacién masa seca aérea / radical, fueron
superiores a los reportados por Marana et al. (2008) con el empleo de un sustrato de humus de lombriz / cdscara
de arroz (4:1 v/v) en posturas de cafeto y estuvieron en los rangos establecidos por Miiller et al. (1997), quienes
sitian a la relacién masa seca aérea / radical entre cuatro y siete, y la altura / didmetro del tallo por debajo de seis.

La alta relacion entre el ICD con el drea foliar y la masa seca total, coinciden con lo obtenido por Dardengo et
al. (2013) en posturas de cafeto (Coffea arabica L.). La produccion de materia seca y el drea foliar permiten evaluar
el crecimiento de las plantas en respuesta a la radiacion solar incidente, en la que la cantidad total acumulada es un
reflejo directo de la produccion fotosintética neta sumada a la cantidad de nutrientes.

El ICD integra todos los pardmetros de los demds indices calculados, permitié evaluar mejor las diferencias
morfolégicas entre las plantas de los diferentes tratamientos y se ha utilizado para predecir el comportamiento en
viveros de Talipariti elatum (sw.) fryxell (Falcon Oconor et al., 2015), Coffea spp. (da Silva Ardito et al., 2017; de
Sousa Cruz et al., 2020; Pechara da Costa Jaeggi et al., 2018) y en Swietenia mahagoni, L. Jacq (Falcon Oconor et
al., 2021). Este indice fue el mejor pardmetro para indicar la calidad de una planta, ya que expreso el equilibrio de
la distribucién de la masa y la robustez, lo que evita seleccionar plantas desproporcionadas y descartar ejemplares
de menor altura, pero de mayor vigor, pues mientras mayor sea el ICD obtenido por una planta, se le considera de
mayor calidad con respecto a otras (Dickson et al., 1960).

El trabajo mds integral que defini6 los indicadores minimos de calidad de una postura, lo realizaron Marana et
al. (2008) en la produccién de cafeto en tubetes con la aplicacion de dos sustratos, uno de fertilizante de liberacion
lenta (Plantmax- café®) y otro a base de humus de lombriz / cdscara de arroz (4:1 v/v). Con la aplicacién de 10 kg
m~ Plantmax- café® las posturas alcanzaron un ICD de 0,21, IE de 4, masa seca total de 1,7 y relacién masa seca
aérea/radical de 4,7; por lo que los resultados obtenidos en las posturas de cacao via microinjertos con la inoculacién
de cepas eficientes de micorrizas, retinen las condiciones éptimas de una postura de calidad, segin estos criterios.

En las posturas de cacao en su fase de vivero, la cantidad de NPK mostré la siguiente proporcion de N > K > P,
lo que coincidi6 con lo reportado por Ricardez-Pérez et al. (2020) en posturas de cacao en México y en plantaciones
establecidas en Ghana (Mohammed et al., 2020); estos nutrimentos se concentraron principalmente en las hojas,
con valores superiores a los obtenidos en las raices.

Estudios realizados en Colombia y Brasil, establecieron como adecuados los rangos para el nitrégeno de 18
—25 gkg'y para el fésforo de 1,5 — 2,5 g kg, a nivel foliar (Gées de Oliveira et al., 2019; Marrocos et al., 2020;
Puentes-Paramo et al., 2016). Estos valores fueron similares a los obtenidos en las posturas de cacao inoculadas
con HMA con un sustrato 5:1 con cdscara de cacao o humus de lombriz, lo que sugiere que dichas plantas tienen
una adecuada concentracion de nutrientes foliares, a partir de los criterios de esos autores. La cantidad de N, Py
K, sustenta la efectividad de Glomus cubense y Rhizoglomus irregulare con esos niveles de abono organico (5:1)
para las posturas de cacao en un suelo Cambisol éutrico, al provocar una mayor asimilacién de nutrientes por parte
de las plantas micorrizadas y por lo tanto, mayor crecimiento, debido a que los HMA incrementan el volumen de
suelo a explorar por las raices a través de una red de hifas interconectadas, que favorece el aumento de la absorcién
de agua y elementos minerales presentes en el suelo, como los de difusion limitada como el P (Klabi et al., 2014).
Por lo que, un funcionamiento micorrizico efectivo incrementa la absorcién de los nutrientes del suelo (Medina &
Azcon, 2010; Simé6 Gonzalez et al., 2017).

Los resultados obtenidos en cuanto a la colonizacién fueron similares a los obtenidos por Leblanc Urefia &
Mairquez Espinosa (2014) al comparar diferentes cepas de HMA en viveros de cacao, en los cuales no se presentaron
diferencias entre la inoculacién de diferentes especies como Glomus sp., Acaulospora 'y Glomus fasciculatum con
porcentajes de colonizacién de las raicillas de 31 %, mientras que reportaron valores del 14 % en el testigo no
inoculado. La colonizacién micorrizica en los tratamientos no inoculados, permitié establecer la presencia de cepas
residentes en el suelo, debido a que el cacao es un cultivo que de forma natural establece simbiosis con los HMA
presentes en los suelos (Latacela Coello et al., 2017; Leblanc Urefia & Marquez Espinoza, 2014); sin embargo, el
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porcentaje de colonizacion fue inferior a las plantas inoculadas, lo cual unido con las respuestas significativas a la
inoculacion obtenida en los diferentes indicadores de crecimiento de las posturas, avala la necesidad de inocular en
estos suelos para obtener los beneficios de una micorrizacion efectiva.

La factibilidad de la aplicacién de fuentes orgdnicas de cdscara de cacao descompuesta y de humus de
lombriz en las mezclas con suelo Cambisol para la producciéon en viveros de plantas de cacao por microinjertos
en proporcion 5:1 y la inoculacién con cepas eficientes de HMA (R. irregulare, G. cubense), permitié no solo un
ahorro de materia orgdnica de 34 % en comparacion con la relacion 3:1, sino que se obtuvo posturas de calidad y
cuya integracion pueda ser la base para mejorar la eficiencia tecnoldgica de produccién de cacao en Cuba.

Los resultados expuestos son una contribucién cientifica a considerar en el manejo de las posturas de cacao
en Cuba.

Conclusiones

Con la utilizacién de un sustratos 5:1 de suelo / humus de lombriz o cdscara de cacao inoculado con
Rhizoglomus irregulare/INCAM-11 o Glomus cubense/INCAM-4 se increment6 el crecimiento y desarrollo de las
posturas de cacao, por lo que su integracion mejorard la tecnologia de produccion por microinjertos en el municipio
de Baracoa-Cuba, como zona representativa del 68 % de las plantaciones del pafs.

Las variables masa seca total, drea foliar, indice de esbeltez y ICD, mostraron un cardcter integrador del
crecimiento de la planta y pueden ser utilizados como indicadores de calidad para los microinjertos de cacao, a
partir de relaciones suelo: abonos orgdnicos e inoculacion con G. cubense y R. irregulare.

La cantidad de N, P y K foliares encontradas en las posturas de cacao con micorrizas, pueden utilizarse como
referencias para interpretar y comparar resultados en condiciones de viveros.
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