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RESUMEN: Las sustancias himicas son de gran importancia por € efecto que gercen sobre la actividad
enzimética en las plantas, que les posibilita mitigar € estrés oxidativo que se genera por € déficit de agua. El
trabajo tuvo como objetivo, evaluar d efecto de acidos himicos (AH) extraidos de vermicompost, sobre la
germinacion y estrés oxidativo en € cultivo dd arroz. Los AH fueron obtenidos a partir de vermicompost de
estiércol vacuno. Los tratamientos utilizados responden a dos concentraciones de AH (34 y 46 mg.L?) en
condiciones controladas y semicontroladas, ademéas de un tratamiento control. En las condiciones controladas
se determiné € efecto de aplicacion viaradical delosAH en lafase de germinacion, evaluandose los indicadores
namero y longitud de raices, altura de pléntulas y masa seca foliar y radical. En condiciones semicontroladas
se evalud la dinamica de la actividad de las peroxidasas (POXs), ademas del contenido de proteinas y
amino&cidos. Los resultados mostraron efectos positivos de los AH sobre los indicadores evaluados en la fase
de germinacion, con un aumento en la emision de raices y pelos radicales hasta un 60% superior a control.
Los AH egtimularon la actividad de las POXs cuando fueron aplicados foliarmente en plantas sometidas a
estrés por déficit de agua, mostrandose en d momento de mayor actividad de POXs, un aumento en € contenido
de proteinas, indicativo de estimulacion en la biosintesis y consumo de aminoacidos. Los AH mostraron
potencialidades como protectores ante @ estrés por déficit de agua.

Palabras clave: acidos himicos, estrés hidrico, peroxidasas.

Antioxidative protection of humic acidsextracted from vermicompost inrice(Oryzasatival.)
var. |ACuba30

ABSTRACT: Humic substances have great importance for their effect on enzymatic activity in plants, mitigating
the oxidative stress generated by water deficit. This work was aimed at evaluating the effect of humic acids
(HA) extracted from vermicompost, on the germination and oxidative stress in the cultivation of rice. HA
were aobtained starting from bovine manure vermicompost. The treatments used respond to two HA
concentrations (34 and 46mg .L*) under controlled conditions, besides a control treatment. Under the controlled
and semicontrolled conditions, the application effect was determined via radical of HA in the germination phase,
evaluating the indicators: number and longitude of roots, height of seedlings and foliate and radical dry mass.
Under semicontrolled conditions the activity dynamics of peroxidases (POXs) was evaluated, besides the content
of proteins and aminoacids. The results showed positive effects of HA on the indicators evaluated in the
germination phase, with an increase on the emission of roots and radical hairs to a 60% superior to the contral.
The HA stimulated the activity of POXs when foliage was applied in plants subjected to stress due to water
deficit, showing the greatest activity of POXs at the moment, an increase in the content of proteins, indicating
stimulation in biosynthesis and a consumption of aminoacids. The HA showed potentialities as protective against
stress due to deficit of water.

Key words: humic acids, stress due to water deficit, peroxidases.
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INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los cultivos
mas antiguos que conoce la humanidad, constituye
alimento basico altamente demandado en Cubay tam-
bién a nivel mundial. Este requiere grandes vollme-
nes de agua para lograr un buen desarrollo (1). La falta
de este recurso en el pais, ha provocado la basqueda
de nuevas alternativas para su produccion. Actual-
mente, los cinco Complejos Agroindustriales existen-
tes, se encuentran produciendo solo al 25% de sus
capacidades debido al déficit de agua existente.

Una de las variantes que puede llevar a la
sostenibilidad en este cultivo frente al estrés hidrico
pudiera ser la utilizacion de las sustancias humicas,
dada la importancia que se les atribuye a estas en la
agricultura, las cuales se basan en primera instancia,
en sus posibilidades para mejorar las propiedades fisi-
cas y quimicas de los suelos (2).

Su aplicacion en las plantas influye en diversos pro-
cesos del metabolismo primario y secundario, sobre
todo porque independientemente de su fuente de ori-
gen, las sustancias himicas guardan una estrecha
relacion estructural con compuestos activos y sustratos
en las plantas (3). Por estas razones, se estudian los
efectos protectores de las sustancias humicas ante
estrés fisioldgico en las plantas.

Por la importancia que se le atribuyen a las sus-
tancias humicas, acerca de sus potencialidades para
ejercer efectos semejantes a las hormonas y actian
cuando las plantas se encuentran bajo condiciones
de estrés, se sugiere que pueden ser utilizadas en la
agricultura.

En el cultivo del arroz tendrian un buen campo de
aplicacion, con el fin de que las mismas ejerzan efec-
tos andlogos que promuevan y/o contribuyan a la
estimulacién de los procesos hormonales que regulan
los mecanismos protectores frente a diversos tipos de
estrés, entre ellos el hidrico. El trabajo tuvo como ob-
jetivo, evaluar el efecto de acidos himicos extraidos
de vermicompost sobre la germinacion vy el estrés
oxidativo en el cultivo del arroz.

MATERIALESY METODOS

El estudio se desarrollé como parte de las investi-
gaciones que realiza el Grupo de Materia Organicay
Bioestimulantes del Departamento de Quimica de la
Facultad de Agronomia, Universidad Agraria de La Ha-
bana (UNAH), en coordinacién con el Instituto de Sue-
loy la Facultad de Quimica de la Universidad Federal
Rural de Rio de Janeiro, Brasil.
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Los acidos humicos (AH) fueron obtenidos a partir
de vermicompost de estiércol vacuno en la UNAH. Para
ello se empled el procedimiento de la Sociedad Inter-
nacional de Sustancias Himicas (IHSS) (4). Los AH
se extrajeron con una solucion de NaOH (0,1 mol. L%)
arazoénde 1:10 (p:v) seguida de reposo en atmoésfera
de N,. Posteriormente, se precipitaron adicionando HCI
(6 mol.L?) hasta pH=1. Los AH se solubilizaron nueva-
mente en medio alcalino, se precipitarony se lavaron
con agua. A continuacion se adicioné una solucién di-
luida de HF _, 0,25 mol.L* y HCI 0,1 mol. L* agitando-
se durante 8 horas. Los AH se separaron del residuo
por decantacion y centrifugacion utilizando una centri-
fuga modelo Alreza a una velocidad de 3300 rpm.

Caracterizacion delos acidos humicos

La acidez total se determind por valoracion de los
AH con un exceso de Ba(OH), Los grupos carboxilos
se determinaron agitando los AH durante 24 horas con
una solucién en exceso de Ca (CH,COO),. El
CH_,COOH liberado se valor6 con NaOH a 0,1 M. Los
hidroxilos fendlicos se obtuvieron por diferencia. Lare-
lacion E4/EG6 (relacién de los coeficientes de extincion
a465nm y 665nm) se determind disolviendo 1 mg de
AH en 5mL de NaHCO, (0,05 mol.L") y ajustando el
pH a 8,3 con NaOH. La absorbanciaa 465nm y 665nm
se medié en el equipo RayLihght UV-2100. La compo-
sicion elemental de losA.H (C, H, N, S) fue determina-
da usando el equipo LECO CHNS-932 elemental
analyzer.

Evaluacion de los efectos de los AH sobre la
germinacién del arroz

En los experimentos de germinacion se utilizé la
variedad de arroz IACuba30. Estos se realizaron bajo
condiciones controladas, temperatura 28°C, humedad
relativa 90%, e iluminacion (16 horas luz y 8 oscuri-
dad) en el cual se utilizaron bandejas plasticas con
algodon. Se realizaron tres tratamientos, diez bande-
jas por cada tratamiento. Un primer tratamiento con-
trol con agua y los otros dos con sendas concentra-
ciones de AH (34 y 46 mg.L-1) las cuales se aplicaron
directamente alas semillas. Transcurridos 5 dias des-
pués de la germinacion, se evaluaron indicadores en
las plantas como masa seca, humero de raices emiti-
dasy longitud de las plantulas. A partir del dia 25,
las plantas se consideraron bajo condiciones de estrés
hidrico, conla anulacién del contenido de agua en las
bandejas.

Evaluacion delos efectos de los AH sobre plantas
de arroz sometidas a estrés por déficit de agua

La siembra se realiz6 entre los meses de enero y
febrero en condiciones de campo, en el area de acli-
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matacion, correspondiente al grupo de Biotecnologia
Vegetal del Departamento de Biologia y Sanidad Ve-
getal en La Universidad Agraria de la Habana. Las se-
millas fueron plantadas en canaletas de 2,30 m de lar-
go y 0,50 m de ancho con un suelo Ferralitico Rojo
lixiviado (5), utilizandose la técnica de riego por asper-
sion. Los canteros se dividieron a los 40 dias después
de germinadas las plantas en tres parcelas para eva-
luar dos concentraciones de 4cidos himicos y un con-
trol. Las aplicaciones fueron realizadas por aspersion
foliar, las dos concentraciones (AH) utilizadas fueron
de (34 y 46mg (AH).L?). Se tomaron muestras des-
pués de la aplicacion a los 30, 60, 120, 240 y 360
minutos, para realizar las evaluaciones sobre emision
de raices, contenido de masa seca y crecimiento de
las plantas. Se utiliz6 un disefio totalmente
aleatorizado.

Evaluacion de la actividad de las Peroxidasas
(POXs), contenido de proteinas y aminoacidos to-
tales

La actividad de POXs fue determinada por el méto-
do de Chance y Machly (6). La lectura de la
absorbancia se realiz6 a 240nm contra un blanco pre-
parado con el extracto enziméatico después de la adi-
cion de H,SO,. La actividad enzimatica se expreso en
microgramos de H,O, que reaccionaron parala masa
de muestra en segundos [ig (H,0,).g-1.s-1 (7).

El contenido de proteinas totales se determiné por
el método de Lowry (8). Se parti6é de 0,5 gramos de
material vegetal (hojas y raices) homogenizadas en
10mL de acido tricloroacético al 20%. La absorbancia
de la muestra se determiné contra un blanco, el cual
fue preparado a partir de extracto enzimético
(maceracion utilizando agua destilada a pH 6,8; se
centrifugd a una velocidad de 2500rpm y se colecto el
sobrenadante, la curva patrén se realiza a partir de un
concentrado proteico de, albimina bovina (BSA) auna
longitud de onda de 660nm en un espectrofotémetro
RayLihght UV-2100. Se determiné el contenido de
aminoacidos totales, y se utilizaron 0,59 de material
vegetal que se homogenizaron en 10mL de etanol al
80%. La absorbancia se leyé a 570nm de longitud de
onda en un espectrofotémetro RayLihght UV-2100.

Procesamiento de los datos y analisis estadistico

Entodos los casos los tratamientos fueron compa-
rados mediante Analisis de Varianza Simple seguido
de una prueba de comparacion de rangos multiples de
Tukey. Durante todo el andlisis se utiliz6 el programa
estadistico STATGRAPHICS (5.1plus).
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RESULTADOSY DISCUSION

Caracterizacion de los acidos himicos

La espectroscopia UV-vis resulta una técnica que
brinda informacion general sobre las caracteristicas
estructurales de las sustancias. En un sistema es-
tructural tan complejo como el de las sustancias
himicas resulta dificil obtener informacion, sin embar-
go, se pudo conocer sobre las estructuras con presen-
cia de insaturaciones alifaticas y aromaticas.

En la Figura 1 se presenta un decrecimiento de la
absorcion con el aumento en la longitud de onda. Una
banda intensa a las menores longitudes de onda
(200nm-250nm) fue observada en el espectro. Esta
puede ser asignada a estructuras con enlaces
insaturados, los que son responsables de la elevada
absorcién de luz, que es caracteristica tipica de las
sustancias humicas.
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FIGURA 1. Espectroscopia UV-VIS de &cidos himicos./
Espectroscopic UV-VISof humic acids.

La Tabla 1 muestra la composicion elemental y el
contenido de los grupos funcionales de los acidos
hdmicos evaluados. En cuanto las relaciones H/C, O/
C, C/Ny acidez total mostraron semejanza a los re-
sultados informados por IHSS (9).

El espectro de los AH obtenido en este estudio
fue similar al informado por otros autores, para mate-
riales de suelo y para vermicompostados (10). (Fig. 2).
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TABLA 1. Composicién elemental y contenido de grupos funcionales &cidos./ Elementary composition and content of

acids functional groups

c | H | O. | N | s we | oe | an Carboxilos | Fen(_)lI&s | Acidez total
%(m:m) mol.kg~ (C)
567 | 484 | 346 | 307 | 072 | 008 | 061 | 184 924 | 203 11,27
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FIGURA 2. Espectro FTIR de los acidos himicos procedentes de vermicompost a partir de estiércol vacuno./ FTIR

spectrum of humic acidsfrom bovine manure vermicompost.

Evaluacion de los efectos de los AH sobre lafase
de germinacién en el arroz bajo condiciones
controladas

La Figura 3 muestra el nimero de raices emitidas a
los cinco dias después de germinadas (ddg) las semi-
llas de arroz, para el control y las semillas tratadas
con acidos humicos. Ambas concentraciones de AH
estimularon la emisién de raices en un 60% por enci-
ma del control, lo que puede deberse a que produjeron
un aumento en la division meristematica, ya que en
estas zonas de elongacion y diferenciacion celular
existe una elevada densidad de células de ese tipo,
donde su constante actividad metabdlica las hace pro-
minentes para la formacion de raices en las plantas
cuando se les asperja foliarmente acido humico. Auto-
res, como Rodda et al. (11) informaron que el mayor
namero de raices emitidas se logro en las concentra-
ciones entre 20y 40 mg.L! y estas a su vez coincidie-
ron con las de mayores efectos en este indicador.

En la figura 4 se observa el contenido de masa
seca para la parte radical, la cual se vio estimulada por
los AH en las dos concentraciones utilizadas. Para
ambos tratamientos el estimulo resulté en un aumento

entre 30% y 70% de la masa seca por encima del
control. Enla parte aérea se observo cierta estimulacion
con respecto al control, pues los acidos hiimicos in-
dujeron la sintesis de compuestos protectores de la
planta frente al déficit de agua, provocando asi, el au-
mento en la parte aérea de la planta.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Martinez (12) en el cultivo de maiz (Zeamays L.). Otro
estudio realizado en frijol (Phaseolus vulgaris L.), indi-
caron que las aplicaciones de acidos himicos extrai-
dos de vermicompost de estiércol vacuno, utilizando
concentraciones semejantes a las evaluadas en este
estudio, mostraron que para los distintos estadios fi-
siolgicos de las plantas, se lograron efectos positi-
vos sobre la masa seca de raices y hojas, relacionado
con un aumento en el contenido de proteinas,
aminodcidos y pigmentos fotosintéticos (13).

Los resultados del analisis de crecimiento (Fig. 5),
evidenciaron gque no existi6 un efecto positivo sobre la
multiplicacion celular, lo que pudiera estar relaciona-
do con las concentraciones utilizadas, las que pueden
haber resultado bajas para esta etapa del crecimiento
de las plantas. Sin embargo, un hecho importante a
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FIGURA 3. EfectosdelosAH enlaemisidon deraicesen e
arroz (O. sativa var. |IACuba30)./ Effects of HA in the
emission of rootsinrice (O. sativa var. | ACuba30).

sefialar es que, a partir de este momento, lalamina de
agua disponible en contacto con las raices disminuy6
considerablemente, ya al dia 25 la presencia de agua
en el sustrato de algoddn se anuld, por lo que estas
plantulas fueron consideradas bajo estrés por déficit
de agua.

En este momento las plantulas disminuyeron su
ritmo de crecimiento y las del control no continuaron
creciendo, sin embargo se observa un ligero crecimiento
en las plantulas que fueron tratadas con AH, aln con
deficiencia de agua.

Este comportamiento esta relacionado con el he-
cho de que los AH actuaron similares a las hormonas,

C.VV=2_36%
CV=4.01%

Fsx=0.01
Esx=0.008

Masa seca (9) o
S = 92 N
- (63} N (63}
1 1 1 1

0,05

control

EP.aérea

34mg (AH).L-1

lo cual guimicamente es posible, pues presentan es-
tructuras semejantes a ascorbato peroxidasas (APX),
superoxido dismutasas (SOD) y glutation reductasa
(GR), hormonas que intervienen en el proceso de de-
fensa bajo condiciones de estrés hidrico.

De esta forma se sintetizan por parte de la planta,
compuestos que resultan importantes en la defensa
de la planta, cuando se encuentra sometida a estrés
por déficit hidrico. Autores como Muscolo et al. (14)
demostraron mediante la caracterizacién
espectroscopica de sustancias humicas, que sus ca-
racteristicas estructurales propician efectos de
estimulacion en las plantas sobre la actividad de una
amplia gama de enzimas, ejemplo de esto, es la APX,
SOD GRy hormonas como el Acido abscisico (ABA)
del metabolismo primario y secundario.

Actividad y cinética enzimatica de POXs en plan-
tas de arroz bajo condiciones semicontroladas

La Figura 6 muestra la actividad de las peroxidasas
en las raices y en las hojas. Las peroxidasas actlian
sobre las especies radicales de oxigeno convirtiéndo-
las en especies inocuas para las plantas, participando
ademas, en varios procesos metabdlicos esenciales
incluyendo la regulacién del crecimiento celular,
lignificacion, oxidacion fendlica y defensa contra
patégenos (15).

Ambas concentraciones de AH evaluadas en este
estudio, propiciaron valores de actividad enziméatica su-
periores a las obtenidas en las plantas del testigo no
aplicado (Fig. 6). Para |la parte aérea de la planta (Fig.
6A) la accién enzimatica se vio estimulada pasados
solamente 30 minutos después de la aplicacion y la

ha

46mg (AH).L-1

OP.radical

FIGURA 4. Efectosdelos AH sobrelamasa secadelaparte aéreay radical en lasplantulas./ Effectsof HA onthe dry mass

of the air and radical part in seedlings.
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FIGURA 5. Crecimiento delasplantulasde arroz tratadas
con acidos humicos./ Growth of rice plants treated with
humic acids.

mayor actividad se logré justamente alas 2 horas pos-
teriores a la aplicacion. EI mayor efecto se consiguio
con la concentracion menor, aungue el efecto de la con-
centracion mayor fue mucho mas estable en el tiempo.

Por su parte, la Figura 6B evidencia que existieron
diferencias con respecto a la parte foliar de la planta,
observandose que la estimulacion para las dos con-
centraciones fue lograda una hora después de la apli-
cacion. La mayor actividad fue alcanzada por la con-
centracion de 34mg (AH).L* dos horas posterior a la
aplicacién, coincidiendo con el resultado obtenido en
la parte foliar de la planta.

Estos comportamientos, pueden ser explicados a
través de la accion anéloga de fragmentos estructura-
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les de AH semejante a una de las hormonas que par-
ticipan en la optimizacion de los mecanismos de de-
fensa de la planta (ABA) y coinciden con la forma de
actuar de esta hormona. Estas actdan a partir de una
concentracion critica alcanzada mediante su biosintesis
en las plantas. Las moléculas de estas hormonas son
transportadas hacia el resto de la planta por vias xilema
y floema, tanto en las hojas como en las raices. Los
fragmentos estructurales de acidos humicos aplica-
dos, semejantes a la hormona que activa el mecanis-
mo de defensa de planta, contribuyeron a alcanzar
esta concentracion critica con mas rapidez.

Evaluacion del contenido de proteinas y
aminoéacidos en hojas de las plantas de arroz

Un momento que puede revelar informacién sobre
el estado del contenido de proteinas en las plantas
con la aplicacién de los &cidos himicos es el de ma-
yor actividad de las POXs, porque un aumento en el
contenido de proteinas pudiera interpretarse indirecta-
mente con una estimulacion en la sintesis de com-
puestos de esta naturaleza quimica como son las
enzimas.

Como se presenta en la Fig.7, a los 120 minutos
de la aplicacién ocurre un aumento del contenido de
proteinas foliares totales en ambos tratamientos. Los
incrementos en la sintesis de proteinas se obtuvieron
entre 5% y 10% con respecto al control, este Ultimo
para la concentracién menor de AH. Al parecer esto se
debe ala relacién entre la aplicacion de &cidos himicos-
sintesis proteica- actividad enzimatica maxima, lo cual
muestra un efecto analogo de los acidos himicos
semejante a las hormonas que activan el mecanismo
de defensa de la planta.
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FIGURA 6. Dinamicadelaactividad enziméticade POXs, mostrando incrementos con respecto al control (A) hojasy (B)
raices./ Dynamics of POXs enzymatic activity , showing incrementsin relation to the control (A) leaves and (B) roots.
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FIGURA 7. Contenido medio de proteinas totales en hojas, alos 120 minutos de la aplicacion por tratamientos (&cidos
humicosy control)./ Average of total protein content in leaves at 120 minutes post-treatments (acids humic and control).

EnlaFig. 8 se presenta el contenido de amino&cidos
totales en hojas para las dos concentraciones de AH,
observandose que como en el caso de las hojas ocurre
una disminucion de los contenidos de amino&cidos to-
tales, encontrandose en la concentracién menor (34mg
(AH).LY), disminuciones de hasta 70%.

Frente al estrés por sequia o deficiencia de agua,
las plantas como defensa, acumulan osmolitos pro-
tectores para distintas funciones, siendo un ejemplo

de ello el aminoacido L-prolina. Sin embargo, aunque
en este trabajo se determiné el contenido total de
aminoacidos, los resultados sugieren un elevado con-
sumo de los mismos, presumiblemente para la alta
demanda en la sintesis proteica estimulada por los
AH. En este sentido, la mayor reduccion del contenido
de aminoacidos coincide con la concentracion de AH que
reporta mayor actividad enzimatica de las POXs y al mis-
mo tiempo produce mayor contenido de proteinas.
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FIGURA 8. Contenido deaminoacidostotalesen hojas, alos120 minutosdeaplicacion./ Total aminoacid content inleaves,

120 minutes after application.
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Investigaciones realizadas evidenciaron que lava-
riedad IACuba30 es capaz de presentar respuestas
antioxidativas mediante la actividad de las POXs cuan-
do son sometidas a estrés bidtico (16). Una posible
confirmacion de los efectos de los AH obtenidos en este
trabajo, pudiera ser las diferencias encontradas en los
trabajos realizados con plantas de Aloe babadensis Miller
frente al estrés hidrico, en el cual no se utilizan AHy en
el mismo, se presentd una disminucion en la sintesis
de proteinas (17). En nuestro trabajo la alta demanda
para la sintesis de proteinas estuvo garantizada por la
estimulacién ejercida por los AH, demostrando que, tu-
vieron efectos similares a hormonas, las que bajo con-
diciones de estrés hidrico, estimulan la sintesis de
enzimas protectoras de la planta, especificamente las
semejantes al &cido abscisico, hormona encargada de
activar los mecanismos de defensa de la planta frente a
cualquier tipo de estrés sea bidtico o abidtico.

Los acidos hiimicos pudieran actuar en el cultivo
del arroz como potenciadores de asimilaciéon de
nutrientes, estimulando y corrigiendo la carencia de
algunos micro y macro elementos que se encuentran
en el complejo adsorbente del suelo, necesarios para
el buen desarrollo del cultivo. Para este cultivo, que
generalmente requiere grandes volimenes de agua y
fertilizantes nitrogenados para obtener 6ptimos rendi-
mientos, la aplicacién de AH, en presencia de déficit
hidrico pudiera ser una alternativa para atenuar las
pérdidas, pues actian aumentando la produccion de
enzimas protectoras en las plantas como las POXs, y
otros complejos enzimaticos, capaces de erradicar
las especies reactivas de oxigeno que se forman debi-
do al estrés oxidativo provocado por factores bidticos y
abidticos. Adicionalmente, los AH tienden a estimular
el crecimiento radical en las primeras fases del cultivo,
pudiéndose utilizar en condiciones de semilleros, lo-
grando plantas mas fuertes para el trasplante. Pueden
ser utilizados también con el propésito de acortar el
ciclo del bioldgico del cultivo, lo cual seria beneficioso
desde el punto de vista econdmico (18).

Los extractos humicos y los AH presentan una com-
posicién estructural que permite que las plantas emi-
tan respuestas ante el ataque de patdgenos. Una de
las acciones es el efecto homeostético (tampédn), de-
mostrando la capacidad de moderar los cambios de
acidez y neutralizar los compuestos organicos toxi-
cos que llegan por la contaminacion. De esta forma,
aqguellos suelos que posean un nivel adecuado de ma-
teria organica se encuentra con una mayor defensa
frente a invasiones bacterianasy fungicas toxicas para
la planta, dandole una mayor proteccion ya sea por via
foliar como radicular, estimulando gran cantidad de
microorganismos simbiontes (19).

109

Lafuncion de los AH en la defensa ante patégenos
en el arroz en Cuba, podra ser una vertiente de investi-
gacion, teniendo en cuenta la importancia de este cul-
tivo para Cuba.
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