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Foto 1. Esporas de Glomus intraradices (R. irregulare) en el in;(erior de una raiz (microscc;pic;). :
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citricos

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (MA) estan
presentes de forma natural en la mayoria de los suelos, aunque su
presencia puede verse disminuida por la aplicacion continuada de
pesticidas o un uso excesivo de fertilizantes que pueden limitar su
diversidad y su funcién. Tradicionalmente, los viveros de citricos se
establecen en terrenos virgenes ya que la desinfeccién de los suelos
para reducir las poblaciones de organismos patégenos puede provo-
car falta de crecimiento y clorosis férrica en las plantas, sintomas
que no siempre se corrigen con la utilizacién de fertilizantes. Este
problema de replante se ha atribuido también a la eliminacién de los
hongos formadores de micorrizas arbusculares que forman la sim-
biosis en las raices de las plantas. En este articulo se recopilan estu-
dios realizados con patrones de citricos micorrizados y se evalua la
aplicacidn de micorrizas en el proceso de produccidn viveristica en
suelos de replante.
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Micorrizas en citricos

La presencia de micorrizas arbuscu-
lares en plantas de citricos fue des-
crita por primera vez en 1935 (Reed
y Fremont, 1935). Desde entonces se
han realizado numerosos estudios y
no existen dudas acerca de la impor-
tancia que tiene esta simbiosis, esta-
blecida entre las raices de las plantas
y determinados hongos del suelo,
para el correcto crecimiento de las
plantas, muy especialmente en con-
diciones adversas.

Las raices de los citricos son relativa-
mente gruesas, tienen pocas raices
secundarias y pocos pelos radicula-
res, lo que disminuye notablemen-
te su superficie de contacto con el
suelo. Es por ello que los citricos se
benefician de la presencia de mico-
rrizas en sus raices, ya que favorecen
la captaciéon de nutrientes y de agua
mas allad de la zona de agotamiento
que se crea a su alrededor, alcan-
zando elementos a los que las raices
por si solas no tendrian acceso. La
causa principal de estos efectos es
la expansion de las hifas del hongo
por la rizosfera. Podriamos decir que
la micorriza que forman los hongos
arbusculares con las raices de los ci-
tricos es una extension de su siste-
ma radicular y del drea de absorcién
gracias a la extensa red de hifas del
hongo que conectan las raices con
zonas mas alejadas de la rizosfera.
De esta manera los principales efec-
tos de las micorrizas en las plantas
serian una mejora en la captaciéon de
nutrientes minerales, principalmente
de los que tienen poca movilidad en
el suelo (como P, Zn o Cu), la mejora
en la utilizacion de los recursos hi-
dricos, el incremento de la toleran-
cia a situaciones de estrés de origen
tanto bidtico como abidtico y, como
consecuencia de todo ello, la mejo-
ra del crecimiento y desarrollo de las
plantas.

Aislamiento y recupera-
cion de hongos nativos de
plantaciones y viveros de
citricos

A pesar del efecto positivo de las
micorrizas arbusculares, no todos
los hongos formadores de micorri-
zas son igual de efectivos en pro-
mover el crecimiento de los citricos
(Graham y col., 1982) y un mismo
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Paron Tratarniento Allwra  Diam, Cuelle Sup. Foliar Peso Seco Adrco T MA
{cm) fem} (em?) (g}
Amargo  Cuntrol S82a 1,55 & 12,58 0144 -
Crmisycaey 78b 200b 2847 a 0,29 ab 2416
In. mixto 585b 1.86 ab 51,78 b 0.45 be 6919
(rinfraradices 911 2050 5865h 03¢ G5-16
Cleopatra Control 637a 1,38a 10,11 a 0.i3a -
Cimosseue 8,47 ab 1,88 ab 21,132 0,24 ab 42-13
It mixto 12106¢ 241 be 66,54 b 0,63 be 7915
Clmiraradices 1290 ¢ 263c 5985b 067 ¢ 86-8
Troyer  Control 883a 205 5,92 4 018 a -
(i mosseay 10,08 ah 245a 19,64 ab 10,28 ah 3715
Lo mixto 12,15b 221a 2575b 035b 53221
(oinfraredices 12150 2434 28,56 b 0,3Gh Gh- 15
Cittumelo Control 586a 1,39 a 465a 0.i0a -
(7 oS ee 5.14b 192 b 638 a 0,14 a 4-2
I, mixto 8,94 1 1,86 b 15,16 b 0,22 b 6414
Cintraradices 71960 1.79 ab 4304 0.13a 0

Los datos son media de 10 plantas; Medias en la misma columna, para un mismo patron, scguidas
por la misma letra no son estadisticamente distinlas segun el Test de Tukey {P<0,05)

Tabla 1. Resultados de crecimiento y de colonizacién micorricica obtenidos en plantas micorrizadas con G.
mosseae (actualmente £ mosseae), inoculo mixto y G. intraradices (actualmente R. irrequlare) y controles
no micorrizados de los patrones naranjo amargo, mandarino Cleopatra, Citrange Troyer y Citrumelo
Swingle tras cinco meses de crecimiento en maceta en condiciones controladas de invernadero.

patrén puede responder de forma
distinta a diferentes hongos arbus-
culares (Camprubi y Calvet, 1996).
De igual modo, distintos patrones
presentan diferente respuesta a la
micorrizacién con el mismo hongo
arbuscular, siendo algunos mas de-
pendientes que otros, por lo que
no existe una respuesta generaliza-
da. Esto indica la importancia de un
adecuado proceso de aislamiento y
seleccion dirigido a escoger el hongo
mas efectivo.

Con el fin de recuperar los hongos
formadores de micorrizas arbuscula-
res nativos de las zonas productoras
de citricos, se realizé6 un exhaustivo
muestreo de suelos de viveros y plan-
taciones. En concreto se recogieron
muestras de suelo y de raiz de treinta
viveros y plantaciones de citricos.

En todas las zonas de muestreo, las
raices de los patrones de citrico esta-
ban micorrizadas sin ninguna excep-
cion, no observandose diferencias en
la colonizaciéon debidas a la edad de
las plantas. Sin embargo, si que se
encontraron diferencias en el poten-
cial micorricico de los suelos (Porter,
1979), siendo éste mucho mayor en
los suelos de semillero (758 propa-
gulos/100 ml de suelo) que en los de
viveros (27 a 73 propagulos/100 ml
de suelo) y que en suelos de viejas
plantaciones de citricos (2 a 17 pro-
pagulos/100 ml de suelo).

Como resultado, se aislaron y cla-
sificaron morfoldgicamente nueve
especies incluidas en el grupo tra-
dicional de Glomus, una especie
de Acaulospora, una de Gigaspora
y una de Scutellospora. Las mor-
foespecies més abundantes fueron
Glomus intraradices (actualmente
Rhizoglomus irregulare) (Foto 1) y
Glomus mosseae (actualmente fun-
neliformis mosseae), que se encon-
traron en practicamente todas las
zonas prospectadas. Teniendo en
cuenta que los hongos arbusculares
son simbiontes obligados que nece-
sitan una planta huésped para com-
pletar su ciclo de vida, estas especies
se multiplicaron en asociacién con
plantas de puerro en condiciones de
invernadero para disponer de sufi-
ciente cantidad de inéculo para su
posterior aplicacion.

Dependencia a la mico-
rrizacion de patrones de
citricos en condiciones
controladas

Para la realizacion de este estudio se
utilizaron cuatro patrones de citrico:
Citrange Troyer, mandarino Cleo-
patra, Citrumelo Swingle y naranjo
amargo, y tres aislados de Glomus
s.l. (sensu lato) nativos de suelos de
citricos: Glomus intraradices (actual-
mente Rhizoglomus irrequlare), Glo-
mus mosseae (actualmente Funneli-
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Figura 1. Dependencia relativa a la micorrizacion con G. intraradices (actualmente R. irrequlare), G. mos-
seae (actualmente £ mosseae) e indculo mixto de los patrones naranjo amargo, mandarino Cleopatra,
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Figura 2. Supervivencia al trasplante a campo, en tierra virgen, en suelo de vivero desinfectado y en suelo
de vivero no desinfectado, de los cuatro patrones de citricos micorrizados (G. intraradices) y no micorri-
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Figura 3. Altura a los 12 meses del trasplante a campo, en tierra virgen, en suelo de vivero desinfectado
y en suelo de vivero no desinfectado, de los cuatro patrones de citricos micorrizados (G. intraradices) y
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formis mosseae) y un inéculo mixto
formado por la mezcla de diferentes
especies. Los ensayos incluyeron la
evaluacion de la capacidad de co-
lonizacion de los hongos MA y los
efectos sobre el desarrollo de los
cuatro patrones estudiados.

Los resultados de estos ensayos indi-
caron que el aislado nativo de la es-
pecie de G. intraradices (actualmente
R. irrequlare) era el mas idéneo para
la micorrizacion temprana de citri-
cos. Este hongo resultd ser el mas
efectivo en promover el crecimiento
de los patrones de citrico (Tabla 1).

En cuanto a la dependencia relativa
a la micorrizacion, se encontraron
distintas respuestas segun el hongo
utilizado, presentando mayor de-
pendencia a G. intraradices. Segun la
clasificacién de Habte y Manjunath,
1991, se encontré que en general,
naranjo amargo y mandarino cleo-
patra manifestaron una alta depen-
dencia (entre 50% y 75%), mientras
que Citrange Troyer exhibid una
dependencia moderada (entre 25-
50%) y Citrumelo Swingle presento
la dependencia mas baja (Figura 1).
De estos resultados se puede dedu-
cir gue los patrones que son especies
de Citrus, como son naranjo amargo
(Citrus aurantium) y mandarino cleo-
patra (Citrus reshni), son mas depen-
dientes que los patrones de Poncirus
trifoliata y sus hibridos, en este caso
Citrange Troyer (Poncirus trifoliata x
Citrus sunensis) y Citrumelo Swingle
(Poncirus trifoliata x Citrus paradisi).
Otro resultado importante fue que
la dependencia relativa a la mico-
rrizacion variaba segun la especie
de hongo formador de MA utiliza-
do. Estos resultados confirman que
la eleccion del hongo formador de
micorrizas es fundamental para ob-
tener los mayores beneficios de la
micorrizacion.

Trasplante de plantas mico-
rrizadas a suelos de vivero

Una vez seleccionado el hongo for-
mador de MA se evaluo el efecto de
la micorrizacion controlada sobre el
trasplante de patrones de citrico a
suelos de vivero. Plantas de los cua-
tro patrones procedentes de semilla
se micorrizaron en condiciones de
invernadero con el hongo seleccio-
nado, G. intraradices (actualmente
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Foto 2. Trasplante de plantas de mandarino Cleopatra a un suelo de vivero. En el momento de la plantacién (A) y a los doce meses del trasplante de plantas
micorrizadas (B) y no micorrizadas (C) en suelo de vivero desinfectado.

R. irrequlare). A los seis meses de la
inoculacioén, y tras comprobar la pre-
sencia de micorrizas en las plantas,
éstas se trasplantaron a tres parcelas
de caracteristicas diferenciadas: (1)
suelo de vivero reutilizado, (2) sue-
lo de vivero desinfectado y (3) suelo
virgen.

Las plantas se distribuyeron en las
tres parcelas en bloques al azar con
ocho bloques de diez plantas cada
uno de los cuatro patrones por tra-
tamiento, que fueron: (1) plantas
previamente micorrizadas y (2) plan-
tas control no micorrizadas. Un afio
después del trasplante a suelo de vi-
vero se midieron pardmetros de cre-
cimiento no destructivos y se deter-
mind la supervivencia al trasplante
de los patrones.

Como resultado se comprobd que la
micorrizacién aumentd significativa-
mente la supervivencia al trasplante
(Figura 2) y el desarrollo de los patro-
nes amargo y Cleopatra en las tres
parcelas (Figura 3), y especialmente
en el suelo de vivero desinfectado

Foto 3. Efecto de la aplicacién de micorrizas localizada en suelo de semillero a los seis meses de la siem-
bra. A la izquierda plantones micorrizados (MA) y a la derecha no micorrizados (C).

(Foto 2). Sin embargo, la micorriza-
cion de los hibridos Citrange Troyer
y Citrumelo Swingle no tuvo efecto
significativo sobre la supervivencia
excepto en una parcela desinfecta-
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da, aunque si favorecio el crecimien-
to de Citrange Troyer en las dos par-
celas de suelo de vivero reutilizado.

Los resultados de campo demostra-
ron el papel de la micorrizacion tem-
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Foto 4. Rotacion de cultivo con plantas arométicas micorrizadas. (A) Plantacion de tomillo micorrizado en un suelo de replante antes de la siembra y (B) desarrollo
de las plantas de citrange Troyer (1) y mandarino Cleopatra (2) sembradas en la zona control sin plantas micorrizadas (C) y en las franjas de suelo con plantas
micorrizadas (MA).

Cirrange Troyer

Mandarino Cleoparra

Altura {con)! Densidad®  Alwra' Densidad-”
Semillera desinfectado
Con plantas micornizadas Be 243 b 22 h T8 b
Sin planras micorrizadas 174 149 4 13a 104
Semillero No desinfectado
Con plantas micotrtizadas 26h 258 Db 2i7c o9 b
Sin plantas micorrizadas 13a 132a 152 9a

"Los datos son media de 200 plantas; “Los datos son media de 3 réplicas de 1 m do sceeion de
semillero Mediag en la misma columna seguidas por la misma letra no son estadisticanente

distintas segin el Test de Tukey (P<0,05})

Tabla 2. Altura (cm) y densidad (nimero de plantas/m de seccién de semillero) de plantas de citrange
Troyer y mandarino Cleopatra a los seis meses de la siembra en un suelo de semillero de replante desin-
fectado o no desinfectado con o sin pre-cultivo de plantas de Tymus vulgaris micorrizadas.

prana para el desarrollo y la supervi-
vencia al trasplante de los patrones
de citrico en suelos de replante, es-
pecialmente de los patrones mas de-
pendientes de la micorrizacion.

Micorrizaciéon en campo a
nivel de semillero

Se evalud la posibilidad de reutilizar
un suelo de semillero de citricos en
anos consecutivos mediante la incor-
poracion de micorrizas en el suelo
del semillero. Para ello se estudiaron
dos sistemas de micorrizacion: (1) la
inoculacién directa en el suelo en el
momento de la siembra de las se-
millas y (2) la inoculacién mediante
rotacién de cultivo con plantas aro-
maticas portadoras de micorrizas.

Micorrizacion localizada del
semillero

En primer lugar, se llevé a cabo la in-

corporacion del hongo seleccionado
directamente en el suelo desinfec-
tado de un invernadero preparado
para semillero de patrones de citrico.
En el surco de siembra se aplico el
indculo de micorrizas multiplicado
en las instalaciones del IRTA en el
Centro de Cabrils (Barcelona) de for-
ma localizada, justo debajo de las se-
millas de Citrange Troyer y de Man-
darino Cleopatra. Se realizaron dos
tratamientos que fueron inoculacion
con G. intraradices (actualmente R.
irregulare) y control no inoculado.

Las diferencias de desarrollo entre
las plantas micorrizadas y no micorri-
zadas ya se apreciaron visualmente
a los seis meses de la siembra (Foto
3) manteniéndose la diferencia de
crecimiento hasta un afo después
de la siembra, en que se midieron
parametros de crecimiento no des-
tructivos que confirmaron diferen-

cias estadisticamente significativas
entre las plantas micorrizadas y no
micorrizadas.

Precultivo de plantas aromaticas
micorrizadas

A la vista de los resultados, se es-
tudié la posibilidad de reutilizar un
suelo de semillero de citricos en afios
consecutivos introduciendo plantas
portadoras de micorrizas como siste-
ma de inoculacion. Para ello se reali-
z6 un precultivo con plantas aroma-
ticas micorrizadas previa a la siembra
de las semillas de citrico. Las plantas
aromaticas escogidas fueron tomillo
(Thymus vulgaris), romero (Rosma-
rinus officinalis) y lavanda (Lavandu-
la vera) por ser especies aromaticas
autéctonas. Las plantas se micorriza-
ron en condiciones de invernadero,
y tras cinco meses de crecimiento en
condiciones controladas, y una vez
comprobada la colonizacion micorri-
cica por G. intraradices (actualmente
R. irrequlare) en sus raices, las plan-
tas se trasplantaron a un suelo que
habia sido utilizado como semillero
en afnos anteriores. Una seccion del
suelo se desinfectd y se dejé otra
sin desinfectar. En cada seccion se
delimitaron dos espacios y en uno
de ellos se trasplantaron las plantas
aromaticas en hileras con una sepa-
racion entre plantas de 20 cm. Las
plantas aromaticas crecieron en el
campo durante seis meses para coin-
cidir con el momento de siembra de
las semillas de citrico. En ese momen-
to las plantas aromaticas se segaron,
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dejando las raices micorrizadas en el
suelo y sobre la misma zona se sem-
braron semillas de Citrange Troyer y
de mandarino Cleopatra. A los seis
meses de la siembra las diferencias
en el crecimiento y en la supervi-
vencia fueron visibles a simple vista
para los dos patrones de citrico (Foto
4). El resultado fue un crecimiento
muy superior, con diferencias esta-
disticamente significativas, de los
plantones sembrados en las zonas
sometidas a la rotacion con plantas
aromaticas en ambos tipos de sue-
lo, desinfectado y no desinfectado,
especialmente en el caso de manda-
rino Cleopatra (Tabla 2). Al observar
las raices de los citricos, se constatod
que las plantas provenientes de los
semilleros micorrizados presentaban
colonizacién interna en sus raices,

mientras que las plantas sembradas
en los semilleros no micorrizados,
practicamente no presentaban colo-
nizacion AM. Las plantas de tomillo
fueron las que resultaron mas ade-
cuadas como plantas portadoras de
micorrizas.
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Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AM)
are naturally present in most soils,
although their presence may heavily
decrease by the continued applica-
tion of pesticides or by the excessive
use of fertilizers that may limit their

diversity and function. Traditionally
citrus nurseries have been estab-
lished in virgin lands since the dis-
infection of soils used to reduce the
populations of pathogenic organ-
isms can decrease growth and cause
ferric chlorosis in plants, symptoms
that are not always corrected with
the use of fertilizers. This replant sit-
uation in citrus nurseries has been
attributed to the elimination of the
arbuscular mycorrhizal fungi that
form spontaneous symbiosis in the
roots of plants. In this article, stud-
ies conducted with citrus rootstocks
inoculated with arbuscular mycorrhi-
zal fungi are reported and the appli-
cation of mycorrhizae in the nursery
production process in replant soils is
evaluated.
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