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Resumen

Con el objetivo de perfeccionar el proceso de produccién del inoculante micorrizico EcoMic®
para aumentar la calidad del producto final, se desarrollaron tres experimentos en condiciones
de produccién. Primeramente se estudid la metodologia de muestreo, conjuntamente con la
época del afio mas adecuada para la produccion. La planta hospedera utilizada fue Brachiaria
decumbens inoculada con Glomus hoi-like sobre un sustrato arcilloso. Para la toma de
muestras se subdividieron los canteros en tres partes iguales y se realizaron muestreos a los
30, 60, 90 y 120 dias. Se evalu6 Masa seca aérea y de las raices correspondientes a dos
profundidades (0-10 y 10-20 cm) asi como Colonizacién fangica y Densidad visual. Se
determind ademas el Numero de esporas tomandose dos muestras compuestas por tres y
cinco submuestras en ambas profundidades. Para determinar la variabilidad espacial del
numero de esporas en los canteros se tomd una muestra compuesta por tres submuestras
cada 1,5 m, a lo largo del cantero. Este procedimiento se realizé en dos periodos, enero-mayo
y junio-octubre. En el segundo experimento se determiné la influencia del periodo de secado y
del molinado sobre el contenido de esporas del inoculante. Para determinar el contenido de
esporas se realizaron muestreos a los 5 y 15 dias de encontrarse el sustrato en esta area. Para
el muestreo los cuartones se subdividieron en diez partes y en cada una se tomd6 una muestra
compuesta por diez submuestras. También se determiné el contenido de esporas después de
molinado el producto tomando una muestra compuesta por 10 submuestras de uno cada cinco
sacos de 20 Kg. En el tercer experimento se realizé la implementacion del proceso de control y
analisis de cada uno de los canteros de la Planta de produccién. Como plantas hospederas se
utilizé B. decumbens y B. mulato. Se muestred a los 60, 90 y 120 dias. Se tomaron muestras
de sustrato en cada parte del cantero compuestas por cinco submuestras. Se extrajeron
ademas cinco plantas completas que presentaran un crecimiento promedio y se determind el
Numero de esporas y el porcentaje de Colonizacién micorrizica. Los resultados mostraron
diferencias significativas entre los valores de Masas secas aéreas y radicales en ambas
épocas, obteniéndose mayores indices en el periodo de enero-mayo. La profundidad del
muestreo influyé significativamente sobre el contenido de esporas, pero no sobre el porcentaje
de Colonizacién micorrizica. Resulté adecuado, para estimar el Numero de esporas, dividir el
cantero en tres partes y tomar una muestra compuesta por 5 submuestras en toda la
profundidad. La producciéon de esporas en los canteros presentd una elevada variabilidad y
mostré mayores producciones en el periodo de junio a octubre. Se encontraron pérdidas entre

10 y 20% durante el periodo de secado y después del molinado entre 20 y 60 %.
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I-INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos simbiontes
pertenecientes al phylum Glomeromycota (Schufler y col. 2001) que establecen una
asociacion mutualista y benéfica con las plantas. Es la simbiosis mas extendida sobre el
planeta, no s6lo por su distribucién, sino porque se establece con mas del 90% de las
plantas terrestres (Remy y col., 1994).

Su distribucion esta influenciada por aspectos ecoldgicos relacionados con el clima, la
disponibilidad nutrimental y con el tipo de suelo (Rivera y col. 2003). Estos hongos son
decisivos para el funcionamiento de los ecosistemas terrestres, pues influyen tanto en
su diversidad como en su productividad (Augé y col. 2001; Burrows y Pfleger, 2002;
Jeffries y col. 2003), de ahi su importancia para poder desarrollar una agricultura
sostenible, con adicién de bajos insumos externos (Muthukumar y Udaiyan, 2002).

Los HMA contribuyen de forma eficiente a la supervivencia y crecimiento de las plantas
micorrizadas, al reducir los estreses asociados con la nutricion, las relaciones con el
agua, la estructura del suelo, el pH, las sales, los metales toxicos y los patégenos
(Vosatka y col., 1999; Rai, 2001). Por los beneficios que le brindan a la mayoria de los
cultivos y porque conservan el medioambiente, son muy importantes al actuar como
biofertilizantes y bioprotectores (Azcén-Aguilar y col., 2002).

Los productos biofertilizantes se basan en preparados que contienen organismos
viables y se utilizan en la inoculacion de semillas o en aplicaciones directas al suelo
(Alfonso y Monedero, 2004).

La adopcidn y uso eficaz de biofertilizantes microbianos (inoculantes) en la agricultura
esta llamada a ser una de las tecnologias clave para asegurar la sustentabilidad y
productividad de este sector tan importante para las economias y las sociedades de los
paises iberoamericanos (Adholeya y col., 2005).

Los HMA pueden ser aislados, seleccionados, multiplicados e incorporados al suelo o a
las plantas en forma de inéculos. El proceso integral de inoculaciéon es complejo, ya
que por una parte, implica disefiar métodos de aislamiento, seleccion, multiplicacion e
incorporacion adecuados para cada especie de HMA o efecto deseado; por otra parte,
implica determinar las condiciones y técnicas culturales que permitan una éptima

manifestacion de los efectos (Barea, 2003). En relacion con lo anterior en el pais se



dispone de una adecuada informacion sobre cepas de HMA eficientes, los criterios para
su recomendacion y su manejo agricola en una amplia gama de cultivos, los modos de
produccién agricola y las condiciones edaficas (Rivera y col., 2007).

Asimismo en el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) se ha desarrollado una
tecnologia de produccion de inoculante micorrizico en canteros multiplicadores la cual,
si bien ha sido efectiva en la obtencion de indculos, se encuentra aun en fase de
perfeccionamiento en varios de sus aspectos (Rivera y col. 2007); éstos abarcan el
manejo del sustrato y su seleccién, teniendo en cuenta el tipo de cepa a reproducir
(Mederos, 2009), la optimizacién del muestreo, la caracterizacion de las etapas y su
manejo sobre la calidad del producto y el seguimiento de los indicadores de calidad en
diferentes etapas del proceso.

De forma general, los inoculantes deben presentar una adecuada calidad para
garantizar una mayor eficiencia en su funcionamiento, de ahi la importancia de realizar
un riguroso control de la misma (Manjarrez y col. 2000). Hace mas de 50 afos Ishikawa
planteé que desde tiempos remotos la historia de la humanidad estd directamente
ligada con la calidad. El control de la calidad en pocas palabras fue definido como el
proceso para desarrollar, disefiar, manufacturar y mantener un producto con calidad
(Otero y col., 2002).

En el caso especifico de la produccion de los inoculantes micorrizicos, las especies de
HMA utilizadas, el ciclo biolégico del hospedero, la calidad y homogenidad del sustrato
influyen directamente determinando la complejidad del proceso de control de la calidad,
aunque existen otros factores que también pueden intervenir en el proceso.

Durante la produccion del inoculante en los canteros multiplicadores debe evaluarse el
comportamiento micorrizico en cada una de las etapas del proceso y la dinamica del
mismo a través de diferentes indicadores como la colonizacién micorrizica, la densidad
visual y la produccion de esporas; siendo esta ultima variable el componente
determinante de la calidad del producto final.

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos se plantea la siguiente hipétesis de

trabajo:



Hipotesis: El perfeccionamiento del proceso de produccién del inoculante micorrizico
EcoMic® contribuye a aumentar la calidad del producto final.
Objetivo general: Incrementar la calidad del inoculante micorrizico EcoMic® en el
proceso de produccion.
Objetivos especificos:
» Establecer un eficiente método de muestreo en la etapa de reproduccion del
inoculante en canteros.
» Evaluar la influencia de las épocas de establecimiento y crecimiento de
Brachiaria inoculada sobre la produccién de esporas en cantero.
» Evaluar la influencia del tiempo de secado y de molinado sobre el contenido de
esporas del inoculante.
» Establecer indicadores para el muestreo en producto terminado.
» Implementar el sistema de muestreo en el seguimiento de diferentes canteros en

la fase productiva.



II- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Definicién y ubicacion taxonémica de los HMA

Los HMA se encuentran ampliamente distribuidos desde los trépicos hasta el artico
(Harley y Smith, 1983) y han sido encontrados en Briophytas, Pteridophytas,
Angiospermas y Gimnospermas. Son considerados simbiontes obligados por lo que no
pueden cultivarse en ausencia de las raices vivas de las plantas, de ahi que dependan
totalmente de éstas (Smith y Read, 1997) para completar su ciclo de vida.

Pertenecen al phylum Glomeromycota (Schufler y col. 2001) y segun Herrera y col.
(1988); Azcon Aguilar y col. (1991) y Smith y Read, (1997) colonizan mas del 95% de
las especies vegetales de interés agricola

A continuacion se presenta la mas reciente clasificacion taxonémica de los HMA
(Glomeromycota TAXONOMY, 2009).

Phylum Glomeromycota

Clase Glomeromycetes

Ordenes -4 Familias -13 Géneros -19 No. Especies -214
Glomerales Glomeraceae Glomus 105
Diversisporales Gigasporaceae Gigaspora 9

Scutellosporaceae Scutellospora 10
Racocetraceae Racocetra y Cetraspora 9y5
Dentiscutataceae Dentiscutata, Fuscutata y

Quatunica Ayl
Acaulosporaceae Acaulospora y Kuklospora 34,2

Entrophosporaceae Entrophospora

Pacisporaceae Pacispora
Diversisporaceae Diversispora y Otospora 4 y1
Paraglomerales Paraglomeraceae Paraglomus
Archaeosporales Geosiphonaceae Geosiphon 1
Ambisporaceae Ambispora 8

Archaeosporaceae Archaeospora, Intraspora 1y1




Evidencias fosiles y datos de secuencias de ADN han mostrado la naturaleza ancestral
de estos hongos (Phipps y Taylor, 1996 y Remy y col. 1994), los cuales coexisten con
las plantas hace alrededor de 460 millones de afios (Redecker, 2000). Esta
persistencia indica que los mismos han desarrollado estrategias eficientes que les han
permitido a sus individuos y poblaciones sobrevivir por tan largo periodo de tiempo
(Logi y col., 1998).

Ambos organismos, durante la simbiosis, establecen sucesivos intercambios de
sustancias nutritivas, metabolitos esenciales y sustancias hormonales, asi como
también conducen a la creacion de nuevas estructuras, representando un beneficio
mutuo para ambos simbiontes. Durante este “dialogo” molecular ocurre la activacion de
numerosos sistemas enzimaticos que producen cambios significativos en la morfologia
y fisiologia de los simbiontes, de manera que queden listos para comenzar el proceso
de intercambio (Espinosa -Victoria, 2000).

2.2 Establecimiento de la simbiosis micorrizica arbuscular

Durante el proceso de desarrollo de la simbiosis micorrizica arbuscular tienen lugar
cambios anatomicos y citoldgicos en la raiz; sin embargo, la expresion morfoldgica no
se detecta a simple vista; quizas por ello la simbiosis ha sido ignorada en estudios
sobre fisiologia de las plantas, cuando realmente forma parte de la misma (Sylvia y col.,
1998; Douds y Nagahashi, 2000).

Diferentes autores han trabajado en definir los eventos que ocurren durante el proceso
de establecimiento de esta simbiosis (Bago y col. 1998; Douds y Nagahashi, 2000).
Existen diferentes grados de dependencia entre las especies de plantas y los hongos
micorrizogenos que intervienen en la asociacion, de los cuales va a depender la
intensidad de su desarrollo. Al parecer, en el establecimiento de la simbiosis, actuan
sefales, que controlan las modificaciones fisiolégicas y anatomicas entre ambos
participantes, como los compuestos de los exudados radicales, los cuales estimulan la
germinacion de la espora (Buée y col., 2000; Vierheiling y col., 2001).

Durante la micorrizacion se inducen respuestas de defensa de forma transciente y en
menor nivel, que las observadas en las interacciones planta-patégeno (Gardezy y col.
2001), las cuales frecuentemente son suprimidas en los estadios posteriores de la

interaccion. Este patron de expresidn sugiere la participacion de compuestos que



pueden actuar como elicitores, en los primeros estadios de formacion de las micorrizas
(Garcia Garrido y Ocampo, 2002).

Bonfante y Perotto (1992) sugieren tres fases o estadios del establecimiento simbidtico:
(1) germinacion de las esporas y crecimiento hifal, (2) estimulacion del crecimiento hifal
e inicio del proceso de colonizacion y (3) desarrollo fungico intracelular con la formacion
de arbusculos.

Las esporas germinan, estimuladas por la accion de los exudados radicales (Buée y
col. 2000; Vierheilig y col. 2003) y posteriormente se produce una hifa de penetracion la
cual se extiende como respuesta a diferentes condiciones ambientales y edéficas; sin
embargo, estos hongos son incapaces de extender el micelio y completar su ciclo de

vida sin establecer una relacion funcional con la planta hospedera.

Durante el proceso de establecimiento ocurre una secuencia de eventos
morfogenéticos representados por la germinacion de la espora, el crecimiento micelial
presimbidtico y la ramificacion de las hifas en presencia de las raices hospederas.
Posteriormente se produce la formacion del apresorio sobre la célula epidérmica,
debido al incremento de la presion hidrostatica de la zona apical de la hifa infectiva,
seguido por la colonizacion radical y el desarrollo de los arbusculos (Malloch y col.
1980; Taylor y col. 1995). Estos constituyeb una caracteristica comun de los HMA y son
los responsables del intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta (Bonfante-
Fasolo, 1984). Seguidamente ocurre el crecimiento del micelio extrarradical (Giovanetti,
2000) y por ultimo la formacion de las esporas (Rodriguez, 2005). La asociacion
micorrizica con la planta se mantiene hasta que el hongo complete su ciclo de vida
(Alarcon y col., 2004).

El funcionamiento micorrizico es dependiente del ciclo del cultivo, con una etapa inicial
en que comienza la colonizacion y surgen las estructuras fungicas, una zona de
incremento de la micorrizacion, que da lugar posteriormente a una zona de
estabilizacion del funcionamiento, donde se informan los mayores beneficios para
ambos simbiontes y se alcanzan los mayores valores de densidad visual, porcentajes
de colonizacién, longitudes de micelio extramatrico y luego una zona de disminucién
con la consiguiente desaparicién de la simbiosis asociada con la senescencia de la

planta. Por esto, las posibilidades de la planta de garantizar los productos de su



metabolismo necesarios para el crecimiento de las estructuras fungicas y la no
necesidad de las plantas de nutrientes en este periodo final, conlleva a un incremento
notable de la esporulacion como mecanismo de supervivencia (Rivera y col., 2003).

De esta forma, la colonizacién fungica ocurre de manera continua en dos sentidos,
hacia el interior y hacia el exterior de la raiz (Fernandez, 2003a).

Los arbusculos ocupan aproximadamente un 35% del volumen de la célula, distribuidos
en un 20% como ramificacién y un 15% como tronco arbuscular (Alexander y col. 1988)
y son las estructuras mas importantes en la interaccion planta-HMA, pues en ellos
ocurre la transferencia bi-direccional de nutrientes y de elementos esenciales en la
funcionalidad de la simbiosis, como los grupos fosfatos y las fuentes carbonadas (de la
Noval, 2008).

La penetracion de las células del hospedero ocurre sin dafar su integridad ni provocar
respuestas restrictivas por parte de la planta, mediante procesos mecanicos y
enzimaticos bien localizados y controlados, lo cual evidencia una integracion perfecta
entre estos dos organismos (Siqueira y Franco, 1988). Durante la colonizacion, las
hifas del hongo invaginan la membrana de la célula vegetal, la que subsecuentemente
la envuelve, creandose asi un nuevo compartimento donde se deposita material de una
elevada complejidad molecular, el cual se ha denominado espacio apoplastico o
interfase arbuscular. En esta zona se produce el contacto directo entre el hongo y la
planta (Alexander y col. 1988). Paralelamente, se originan las células de
almacenamiento, que contienen en su interior granulos de fosfolipidos como material
de reserva y reciben su nombre de acuerdo al género que los origine (Fundora, 2006).
Al estudiar el desarrollo de las raices micorrizadas, se ha encontrado que en ellas se
producen una amplia variedad de elicitores, vinculados a la fase de pre-colonizacion,
los cuales son inductores de respuestas de defensa (de la Noval, 2008).

2.3 Caracterizacion morfolégica de la cepa Glomus hoi-like (Rodriguez y col.,
2009)

La cepa del hongo micorrizégeno arbuscular (HMA) INCAM-4, procedente del cepario
del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, ha mostrado resultados satisfactorios en
su inoculacion con distintos cultivos de interés econdmico y en los diferentes suelos en

los que se ha aplicado. Sobresalen por su importancia el incremento en el rendimiento



de los cultivos entre 30 y 45 %, un mejor aprovechamiento de los nutrientes del suelo y
de los fertilizantes quimicos que se requieren en menor dosis (Rivera y col. 2003),
ofrece cierta “proteccion” contra patégenos en tomate (de la Noval y col. 2007),
aumenta la tolerancia al déficit hidrico (Fundora, 2006), asi como favorece la
aclimatizacion de vitroplantas de papa (Rodriguez y col.,, 2006; Rodriguez, y col.,
2008).

Sus caracteristicas morfoldgicas son las siguientes: color hialino, forma globosa a
elipsoide, tamafio entre 50-120 ym. La union de la hifa a la espora es en forma recta o
cilindrica (4.8-5.5 ym de diametro), en ocasiones se encuentra rodeada por una capa
granulada (8.0-10.5 ym) de apariencia similar a la que rodea a la espora. No se
observan septos y el poro se encuentra abierto. Presentan de 2 a 3 capas, siendo la
tincion con el reactivo de Melzer negativa. La capa mas externa es hialina, 1.5-8.0 um
de grosor, mas delgada o casi ausente en esporas jovenes, la superficie es
ornamentada e irregular, rodeada por células de diferentes diametros que la
conforman. Esta capa externa no puede ser debris de suelo porque: 1) esta ausente en
esporas jovenes, 2) es separable de la espora como una concha, 3) siempre es del
mismo tipo de material y 4) un material de textura similar aparece a lo largo de toda la
hifa de sostenimiento. La mayoria de las veces la capa interna es Unica, pero en
algunas esporas es doble, hialina, 1.0-1.5 pm vy semi-flexible. Las esporas
generalmente aparecen en forma de agregados que se ramifican de una hifa comun.

La confrontacion de las caracteristicas morfologicas de estas esporas con las que
aparecen en el catalogo INVAN no coinciden con las de ninguna de las especies
descritas hasta el momento por lo que es considerada una especie nueva segun Dalpé
(2007), pero presentan cierta semejanza con las de Glomus hoi pudiendo sugerirse, por
el momento, clasificarla como Glomus hoi-like segun Herrera, (2007).

2.4 Importancia de los HMA como biofertilizantes para la agricultura

El uso de biofertilizantes en los sistemas productivos constituye una alternativa viable y
sumamente importante para lograr un desarrollo agricola ecolégicamente sostenible, ya
que permite una produccion a bajo costo, no contamina el ambiente y mantiene la
conservacion del suelo desde el punto de vista de fertilidad y biodiversidad (Terry,

2005); no obstante la biofertilizacién no tiene por qué quedar restringida a un modelo



agricola de bajos insumos y se puede integrar plenamente en una agricultura intensiva
con aplicaciones complementarias de fertilizantes quimicos (Rivera y col., 2003).
El desarrollo vegetal puede ser incrementado por la utilizaciéon de elementos biolégicos
que actuan de forma coordinada en la interfase suelo - raiz, entre los cuales se
encuentran, como factor imprescindible, los hongos HMA (Barea y col.,, 1991 y
Fernandez, 1999).
Se ha demostrado que en las plantas micorrizadas se incrementa la captacion de
nutrientes minerales, especialmente aquellos que son poco moviles en el suelo, como
fésforo, cobre y zinc (Smith y Read, 1997; Souchie y col. 2006); no obstante, en la
actualidad se reconoce su efecto directo en la nutricion de los diferentes elementos
esenciales (George, 2000; Gazey y col., 2004; Oehl y col., 2005).
El incremento en la absorcion de fosforo puede ser producido por diferentes procesos,
entre los que se encuentran la exploracion fisica del suelo; aumento del movimiento
dentro de la hifa; incremento en su almacenamiento, eficiencia en la transferencia del
elemento a las raices de la planta y su eficiente utilizacion dentro de la planta (Bolan,
1991). La mejora nutricional que aportan estos hongos conlleva a un significativo
incremento en el crecimiento de las plantas que poseen esta asociacion, especialmente
en aquellos suelos donde estos nutrientes son escasos.
Las asociaciones micorrizicas son de gran importancia para el incremento productivo
de las plantas en paises tropicales (Rubio y col. 2002; Tanaka y Yano, 2005); estos
hongos aportan muchos beneficios a su cosimbionte, dentro de los cuales se
encuentran:
» Incremento en el volumen de suelo que puede ser explorado (Augé, 2004). El
micelio es muy importante en la captacion y transporte de nutrientes y agua
hacia la planta (Faber y col., 1991; Sanchez Diaz y Honrubia, 1994).
» Reduccion de la tension fisiolégica causada por microorganismos patdégenos de
la raiz (Azcon Aguilar y col., 1992; Linderman, 1992).
» Pueden cambiar el balance competitivo entre los hospederos (Allen y Allen,
1990).



» Favorecen la parte epigea de la planta hospedera, optimizando el proceso
fotosintético y por tanto, el crecimiento y supervivencia del vegetal (Eissenstat y
Newman, 1990).

» Influyen sobre la dinamica de las comunidades y en la composicion de especies
(Castillo, 2005), esto es muy favorable y se ha demostrado que las interacciones
microbianas pueden determinar la biodiversidad de las plantas y dirigir las
funciones del ecosistema tales como, productividad y variabilidad (Van der
Heijden y col., 1998).

» Aumentan la capacidad absortiva de la raiz (efecto fisiolégico).

» Proporcionan hormonas estimuladoras del crecimiento de las plantas, que
incluye auxinas, citoquininas y giberelinas.

» Promueve modificaciones morfolédgicas y fisiologicas en las raices.

» Utilizan los nutrientes que se encuentran en formas no disponibles en el suelo, a
través de modificaciones en la dinamica del equilibrio de nutrientes entre la fase
solida y liquida del suelo.

» Almacenan temporalmente los nutrientes en la biomasa micorrizica vy
contribuyen a la reduccion de la inmovilizacion causada por las reacciones de
absorcién con los coloides del suelo, la precipitacion y las pérdidas por
lixiviacion.

» Se establecen microorganismos mineralizadores, solubilizadores de nutrientes y
diazotroéficos en la micorrizosfera.

» Favorecen, en suelos salinos, la tolerancia y el crecimiento de la planta en casos
de salinidad (Entry y col., 2002; Yano Melo y col., 2003; Carvalho y col., 2004;
Wang y col., 2004; Garcia y col., 2007).

La simbiosis tiene un efecto beneficioso sobre el crecimiento y la productividad de los
cultivos (Harley y Smith, 1983; Siqueira y Franco, 1988; Fernandez, 1999; Rivera y col.,
2003).

En el manejo de la simbiosis la poca especificidad cepa eficiente - cultivo, se
fundamenta en el poco numero de especies y cepas de hongos endomicorrizicos que
se asocian con una gran cantidad de especies vegetales y que se expresa en que una

especie adecuada o “eficiente” para una condicidn edafica dada, establece una



simbiosis eficiente con una gran variedad de cultivos (Ruiz, 2001; Rivera y col. 2003),
siendo esta una de las caracteristicas de la simbiosis de mayor repercusion practica
para su manejo. Ciertamente esta baja especificidad simplifica el manejo productivo de
la simbiosis, e incluso es el fundamento de la permanencia del efecto del inoculante
aplicado sobre el primer cultivo posterior en secuencia de cultivos (Rivera y col. 2003) o

con el uso de los abonos verdes inoculados (Martin, 2009).

En la actualidad, el uso de estos inoculantes microbianos como complementos de
fertilizantes quimicos y plaguicidas ha recibido especial atencion en el desarrollo de las
practicas de produccion agricola sostenible (Gara, 1996) y se ha logrado encontrar una
regularidad en los efectos alcanzados con la inoculacion de las especies de HMA
(Fernandez, 1999; Sanchez, 2001; Rivera y col. 2003), destacandose una importante

especificidad suelo - cepa eficiente.

Se han utilizado satisfactoriamente estos hongos como principio activo de inoculantes
micorrizicos en la mayoria de los sistemas de produccion agricola, empleandose tres
vias fundamentalmente: la aplicacién directa al suelo debajo de la semilla, en mezcla
con los sustratos y el recubrimiento de la semilla. Esta ultima via de aplicacion se utilizé
inicialmente en los granos y cereales (Rivera y col. 2003) y posteriormente se ha
extendido a la inoculacion de raices, tubérculos (Ruiz y col., 2006) y frutales (Fundora,
2009).

2.5 Influencia de algunos factores sobre la micorrizacién

Los factores que afectan a las plantas también inciden directa o indirectamente sobre el
establecimiento de los HMA, entre estos se encuentran el potencial fotosintético, la
fertilidad del suelo y la intensidad luminosa elevada.

En un principio las pequefias raices crecen rapidamente, a pesar de que contienen
pocos azucares simples, debido a la fertilidad del suelo y a la presencia de los HMA
que las “protege” del ataque de patdogenos. A su vez el desarrollo del hongo esta
regulado por la temperatura, el pH (Read y col., 1976; Porter y col., 1987a; Porter y
col., 1987b; Wang y col., 1993), el exceso de humedad y la presencia de ciertos

organismos antagonicos en el area cercana a la raiz (Cruz-Ulloa, 1995).



2.5.1 Variables climaticas
Las variables climaticas como el efecto estimulante de la luz, la temperatura y la
cantidad y distribucion de las lluvias, representan otro grupo de factores que actuan
sobre el estableciento y desrrollo de los HMA (Hayman, 1974; Furlan, 1977).
Durante el desarrollo del proceso de establecimiento de la micorrizacion arbuscular, la
ausencia de luz, tanto por sombras o por poca iluminacion, no solo reduce el porcentaje
de colonizacion micorrizica de las raices y por ende la normal produccion de esporas,
sino que también puede afectar la respuesta de las plantas a la asociacién (Hayman,
1974; Furlan y Fortin, 1977). Este fendmeno se origina en gran medida debido a la
reduccion del grado de suministro de metabolitos a las estructuras fungicas presentes
en las raices; en consecuencia se restringe el desarrollo externo del hongo y por
supuesto la translocacién de nutrientes a través de la interfase hongo - planta
(Moawad, 1979).
Segun Siqueira y Franco (1988) esta variable (la radiacion solar) controla la distribuciéon
espacial y temporal de las poblaciones vegetales superiores, ejerciendo una influencia
marcada sobre las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo. Controla ademas, de
forma directa, la distribucidén geografica de diversas especies de HMA, sus variaciones
estacionales y la composicion cualitativa y cuantitativa en los ecosistemas.
Esta relacion entre la radiacion solar y los niveles de infeccién se explica a partir del
incremento de la tasa fotosintética en presencia de altos niveles de radiacion, lo que
implica una mayor produccion e intercambio de metabolitos y por lo tanto una mayor
posibilidad de mantener un simbionte con altos valores o niveles de colonizacion
(Fernandez, 2003a).

Uno de los factores climaticos que merece ser destacado es la temperatura del suelo.
Se ha determinado que existe un amplio rango de temperaturas optimas en el proceso

de germinacion, las que varian segun la especie (Fernandez, 2003a).

En cuanto a las precipitaciones existen algunos criterios contradictorios. Allen y Allen,
(1986) plantean que su influencia sobre la colonizacion no es clara, mientras que Apple
y col. (2005) aseguran que los cambios estacionales en la colonizacién estan

influenciados por las precipitaciones.



2.6 Principales caracteristicas que debe poseer un HMA para ser utilizado como
inoculante

De forma general la respuesta a la inoculacion es dependiente no sélo de la
colonizacion vy eficiencia de la cepa aplicada, sino que también es consecuencia de la
existencia y cantidad de propagulos nativos (Dodd y Thompson, 1994) y de la propia
competitividad de la cepa inoculada.

La infectividad estd determinada por la capacidad del hongo para colonizar
rapidamente bajo un amplio margen de condiciones, especialmente en compatibilidad
con ciertos contenidos de P soluble. Esta es la capacidad del hongo para penetrar e
invadir la raiz intensamente y explorar el suelo, asi como su habilidad de persistir en el
sistema productivo. Un hongo micorrizico con una elevada eficiencia mejora el
desarrollo del hospedante ya sea en forma directa o indirecta. Indirectamente la
simbiosis micorrizica es efectiva al “proteger” contra patégenos del suelo y condiciones
de estrés y directamente incrementa la agregacion del suelo y la estabilidad del mismo,
cualidades en las que el desarrollo hifal es fundamental (Abbott y col., 1992).

La efectividad no siempre esta relacionada con la capacidad infectiva y de
competitividad de estos hongos. Por otra parte se ha logrado una relacion entre el
grado de extension de la colonizacién dentro y fuera de la raiz con la infectividad de la
misma, por lo que el crecimiento de las hifas debe influir sobre el funcionamiento de la
simbiosis y esta caracteristica debe considerarse al hacer la selecciéon de la cepa
(Abbott y col., 1992; Bagyaraj, 1992).

El enfoque de inoculacidon de cepas previamente seleccionadas, bien sea por el
conocimiento del area y de los requerimientos edaficos de las especies de HMA a
emplear o por la existencia de aislamientos previos y basados siempre en evaluaciones
experimentales sobre el comportamiento de las mismas en areas similares (Rivera y
col. 2003) es un enfoque adecuado para la introduccién de estos microorganismos en
la agricultura. En principio se corresponde con lo planteado por Dodd y Thompson,
(1994), quienes aseguran que en presencia de cantidades bajas de propagulos

naturales infectivos y para cultivos micotrofos dependientes o facultativos, la



inoculacion con cepas eficientes y adaptables a las caracteristicas del suelo constituye
una practica exitosa.

No obstante, en los ultimos afos se encontraron resultados que demuestran una alta
efectividad de la inoculacion de cepas eficientes aun en presencia de altas cantidades
de propagulos nativos (Gonzélez y col. 2006; Martin, 2009), dejando clara la
importancia de la competitividad de la cepa aplicada como condicidon para que éstos
sean efectivos, ampliando el rango de utilizacién de los inoculantes micorrizicos (Rivera
y col., 2009).

Claramente los factores determinantes de la eficiencia simbibtica estan relacionados
con el tipo de hongo micorrizogeno (tasa de crecimiento, translocacion de nutrientes y
metabolismo del P en el micelio externo, capacidad infectiva, tasa de crecimiento del
endofito arbuscular y la produccion de arbusculos en el micelio interno), con la planta
hospedera (morfologia de la raiz, tasa de crecimiento de las raices, requerimientos
nutricionales de las plantas, tasa fotosintética y tolerancia a las situaciones de estrés) y
la interfase simbidtica (area de contacto entre los simbiontes, tasa de toma de
nutrientes y tasa de flujo de carbohidratos (Sieverding, 1991); no obstante en este
enfoque no se reconoce la importancia del tipo de suelo sobre la efectividad de la cepa
en cuestion.

En los trabajos desarrollados en Cuba y valorados integralmente por Rivera y col.
(2003), se deja establecida la importancia de la especificidad cepa eficiente HMA-
suelo, como criterio fundamental para la recomendacion de cepas eficientes a inocular
en los sistemas de produccién agricola; no obstante esto no significa que cada tipo de
suelo requiere de una cepa eficiente diferente, sino que los suelos que poseen
caracteristicas de fertilidad quimica cercanas o de cantidades de Ca y Mg
intercambiable se asocian efectivamente con una misma cepa o cepas de HMA. La
importancia de la especificidad cepa- suelo como criterio de recomendacion de cepas
eficientes también ha sido planteado por (Hamel y Strullu, 2006).

Es conveniente que el inoculante tenga una capacidad reproductiva elevada, sus
propagulos germinen con facilidad y sus hifas crezcan y se extiendan abundantemente

en el suelo; de esta forma, aumentan las posibilidades de contacto entre el hongo y



distintas raices del suelo, facilitandose asi la colonizacion de nuevas raices y la
dispersion del indculo.

La supervivencia del in6culo y la persistencia de sus efectos estan asociadas con la
capacidad de producir estructuras (esporas, esporocarpos, vesiculas intrarradicales,
arbusculos, entre otros) que le confiera resistencia a una amplia gama de condiciones
ambientales adversas, con lo cual se asegura el mantenimiento de la capacidad de
colonizaciéon de la cepa sin necesidad de tener que practicar reinoculaciones en el
inicio de cada periodo de crecimiento.

2.7 Definiciones de biofertilizantes e inoculantes como productos

La norma cubana NC ISO 9000: 2005 define a un producto como el resultado de un
conjunto de actividades mutuamente relacionadas o que interactuan, las cuales
transforman elementos de entrada en resultados.

Definicion de biofertilizante: son aquellos productos a base de microorganismos que
viven normalmente en el suelo, aunque en poblaciones bajas, y que, al incrementar sus
poblaciones por medio de la inoculacién artificial, son capaces de poner a disposicion
de las plantas, mediante su actividad biolégica, una parte importante de los nutrientes
que necesitan para su desarrollo, asi como de suministrar sustancias hormonales o
promotoras del crecimiento (Martinez Viera, 2006).

Definicion de inoculante: es aquel producto biolégico que facilita la introduccién de
microorganismos con diversa actividad fisiolégica que favorece el crecimiento y
desarrollo de las plantas (Ferrera y col., 2006).

La posibilidad de obtener elevados rendimientos agricolas y al mismo tiempo preservar
el medio ambiente esta irremediablemente ligada al uso generalizado de estos
productos, como alternativa al uso masivo de plaguicidas y fertilizantes de origen
quimico, que son costosos y tienen un impacto muy negativo sobre la salud y el medio
ambiente.

Los inoculantes son productos tecnoldgicos cuyo principio activo es un microorganismo
vivo (bacterias y hongos), que tiene la propiedad de mejorar la nutricion y el crecimiento
vegetal, permitiendo asi un mejor aprovechamiento de los recursos naturales del suelo

y del ambiente.



La obtencion, comercializacion y aplicacion eficiente de un inoculante eficaz y de alta
calidad es un proceso largo y complejo en el que se ven involucrados muchos y muy
diversos especialistas: microbidlogos, fisidlogos vegetales, ingenieros agronomos,
ingenieros industriales, técnicos extensionistas, economistas, agencias fiscalizadoras,
legisladores, etc., incluidos los propios agricultores como usuarios finales del producto.
La necesaria implicaciéon de todos ellos en una o varias etapas del proceso y las
complejas interrelaciones que pueden llegar a establecerse son determinantes para el
éxito o fracaso de un producto de esta naturaleza (Adholeya y col., 2005).

Los inoculantes pueden presentar diferentes aspectos fisicos, ya sean liquidos o
solidos, en los que se utilizan soportes como la arcilla, la turba, el carbén activado,
aceites, alginatos y otros compuestos organicos e inorganicos. De este modo, el
inoculante puede ser manejado con el fin de establecer los microorganismos en las
hojas, tallo o raices y asi implantarlos en los diversos sistemas de produccion agricola.
Estos contribuyen al desarrollo sustentable por ser técnicamente factibles dentro del
nivel cientifico técnico de un pais y que proveen beneficios tangibles a los destinatarios,
son ambientalmente seguros y socioecondmico y culturalmente aceptables (Adholeya y
col., 2005).

En el caso de los hongos micorrizicos el inoculante puede contener esporas, hifas,
fragmentos de cuerpos fructiferos y fragmentos de raices colonizadas (Alarcon y
Ferrera Cerrato, 1999).

2.8 Requisitos y proceso de produccioén del inoculante

Para la propagacion de los HMA se necesita la utilizacion de plantas hospederas
(Strullu, 1991; Dumas y col. 2000), debido a su condicidon de simbiontes obligados
(Bago y col., 2000a; Usura y col., 2008).

El desarrollo de sus estructuras a nivel radical conlleva a la funcionalidad de la
asociacion, con una serie de beneficios para las plantas en términos de eficiencia en la
toma de nutrientes del suelo y la resistencia a factores adversos: bidticos y abidticos.
Lo anterior ha motivado la utilizacién de este recurso con fines agronémicos, por lo cual
se requiere optimizar sus procesos de multiplicacion y aplicacion.

La planta hospedera debe sembrarse en un sustrato que falicite una eficiente simbiosis,

el mismo debe presentar una adecuada capacidad de intercambio catidnico, aeracion y



una retencion de humedad apropiada (Habte y Osorio, 2001; Sempere y Santamarina,
2001); no obstante, el tipo de cepa a reproducir determinara las caracteristicas fisico-
quimica optimas del sustrato (Mederos y col., 2008).

El sustrato, ademas, debe permitir la reproduccion de abundantes propagulos, ser de
facil manipulacion, que abunde y sea de facil extraccion y que no sea costoso. El reto
del uso de estos hongos en la agricultura como inoculante, implica la creacidén de
sistemas de produccién de inoculos eficientes (Manjarrez y col., 2000).

La seleccion de una cepa para la fabricacion de un inoculante implica un proceso
prolongado y complejo que incluye pruebas de comportamiento en laboratorio, en
invernadero y en campo, durante varios afos, cubriendo diversas situaciones
ambientales y agronémicas (Bago y col., 2002).

Estas pruebas de comportamiento consideran aspectos cualitativos de las cepas como:
efectividad, habilidad competitiva, habilidad industrial, adaptabilidad ecoldgica,
estabilidad genética, compatibilidad con otros microorganismos y comportamiento
frente a factores limitantes del suelo (Bago y col., 2000a; Vega, 2003).

En la seleccion de la planta hospedera se deben tener en cuenta diferentes criterios
como: poseer una buena tasa de crecimiento, ser de facil manejo, de sus semillas y en
la poda y que sea tolerante a plagas y enfermedades (Cuenca y col. 2003) y (Sylvia,
2004). Se debe seleccionar una especie preferentemente de ciclo corto (4 - 6 meses),
que posea a su vez un sistema radical que garantice una adecuada produccion de
propagulos micorrizicos. Entre las especies que han demostrado ser buenas
hospedantes se encuentran Brachiaria decumbens, Plantago lanceolata, Sorghum
bicolor, Sorghum vulgare, Paspalum notatum, Fragaria sp., Zea mays y Allium cepa.
(Fernandez, 2003b).

Se han propuesto diversas metodologias para la produccion de inoculantes
micorrizicos, unas mas complejas que otras, lo que las diferencia realmente es el
medio en el cual se desarrolla la simbiosis.

En el caso de los HMA, la fuente de inoculante proviene inicialmente del conjunto de
hongos nativos que estan asociados a las raices de las plantas o que se encuentran en
el suelo rizosférico, ya sea en ecosistemas o en agroecosistemas. Los propagulos

conocidos como esporas son separados y propagados en plantas trampa mantenidas



en invernadero, para lo cual se utilizan sustratos estériles. Estos propagulos son
separados del suelo con el fin de seleccionar aquellas cepas que tengan mayor
capacidad de micorrizacion y a la vez, favorezcan el crecimiento de las plantas. Las
esporas extraidas del suelo sirven para realizar estudios taxonémicos correspondientes
a los hongos involucrados (Morton y Redecker, 2001).

Todas las estructuras propias de los HMA son fuentes de indculo potenciales, aunque
en la practica solo tres tipos de propagulos han demostrado ser efectivos: las raicillas
infectadas, los fragmentos de micelio externo y las esporas (Liu y Luo,1914).

2.8.1 Definiciéon de inoculante certificado y comercial (Rivera, 2009)

Inéculo certificado: Es aquel que se obtiene en condiciones semicontroladas, el cual
generalmente tiene un contenido entre 80 y 120 esporas.g™ de sustrato, presenta una

elevada pureza de la cepa en cuestion y se utiliza para producir inoculante comercial.

Inéculo comercial: Es aquel que se obtiene en canteros de produccion bajo
condiciones ambientales normales, con un contenido minimo de esporas entre 15y 20

esporas.g'1 de sustrato y se utiliza para aplicar a escala agricola productiva.

2.8.2 Etapas del proceso de produccién de inoculante micorrizico
2.8.2.1 Produccién de inéculo certificado

En las especies del género Glomus se recomienda comenzar el proceso a partir de una o
varias esporas pregerminadas, en ausencia de micelio externo u otro resto de propagulos,
debido a que las esporas pertenecientes a este género poseen un elevado poder infectivo
y por otra parte, resultaria mas facil evitar contaminaciones con otros hongos micorrizicos
no deseados (Morton y col., 1993).

Como primer paso se realiza la multiplicacién a partir de inoculantes monospoéricos el
cual, después del segundo o tercer ciclo, en su totalidad garantiza la presencia de un
morfotipo especifico que es empleado como fuente para la obtencién del inéculo
certificado (Verma y col., 2008).

En este sistema se reproduce el indculo a partir de la aplicacion de la cepa pura debajo
de la semilla del hospedero seleccionado y la correspondiente asociacion que se

establecera entre la planta y el hongo, alcanzandose, al concluir el ciclo biolégico del



cultivo, las mayores cantidades de propagulos infectivos, este cultivo se realiza en

recipientes con sustrato natural arcilloso, solido y estéril (Fernandez, 2003b).

Durante el crecimiento y desarrollo de la simbiosis micorrizica en este sistema, es
recomendable mantener un nivel balanceado entre los elementos nutritivos, de manera
que no se creen desequilibrios nutrimentales que afecten el desarrollo de la simbiosis.
Para evitar este fenobmeno, se aplican diferentes soluciones nutritivas de acuerdo a las
necesidades de las plantas micorrizadas, sin afectar el funcionamiento micorrizico
(Fernandez, 2003b).
Durante este proceso se necesita que exista un adecuado control de calidad y
seguridad que garantice la pureza de la especie reproducida.
Una vez concluido el ciclo de vida de la planta hospedera se procede a separar la
parte aérea, y se deja secar el sustrato en el propio recipiente a temperatura
ambiente, conteniendo este las raicillas colonizadas, el micelio externo y las esporas
que en su totalidad constituyen el indculo certificado. Este tipo de inoculante debe ser
extremadamente puro, pues de ello dependera la futura produccion masiva de esta
cepa como inoculante comercial a utilizar en la produccién agricola (Fernandez,
2003b).
Posterior al secado, se empaca en bolsas de polietileno para su almacenamiento en
camara fria a 4 °C. En ocasiones, en el INCA se han mantenido inoculantes sélidos
almacenados de forma viable hasta dos anos y con una concentracion final que oscila
entre 120 y 350 esporas. g'1 de sustrato, de acuerdo al tipo de especie multiplicada y
la época del afio en que se desarrollo la simbiosis (Fernandez, 2003b).

2.8.2.2 Produccion del inoculante comercial EcoMic®
La produccion del in6culo comercial es similar a la obtencién del certificado en cuanto a
las normas de procedimiento, sin embargo varian las condiciones y los materiales que
se emplean para su obtencién (Fernandez, 2003b).
De forma general se utiliza la metodologia descrita por Sieverding (1991), la cual se
basa en el manejo de areas controladas y aisladas del suelo, en formas de canteros
multiplicadores que pueden llegar a medir hasta 25 m de largo, segun las posibilidades

de manejo.



Los canteros o areas de reproduccion se pueden construir sobre el propio suelo, con un
metro de ancho y 0,20 m de profundidad efectiva; cada cinco metros lineales y con
sustratos con densidad aparente de 1 g.cm'3, se puede cosechar alrededor de una
tonelada métrica de producto final. Los canteros pueden ser construidos de diferentes
materiales: de polietileno negro y por tanto temporales y se cambian en cada ciclo
productivo o de concreto o materiales similares y ser utilizados durante un grupo de
anos para esta funcion (Rivera y col. 2007), los mismos se llenan con el sustrato
natural arcilloso previamente escogido.
El sustrato utilizado se esteriliza, en dependencia del contenido de esporas nativas
presentes en el mismo. Posteriormente se coloca una cantidad de inoculante certificado
en el fondo de los pequefios surcos delineados para la siembra, la semilla se recubre
con indculo certificado mediante la tecnologia de recubrimiento y se siembra. Al término
del ciclo de vida de la planta hospedera se desecha la parte aérea, se seca el sustrato
enriquecido con los propagulos micorrizicos en un area techada con suficiente
ventilacion y se procede al procesamiento del inoculante, a través de un potente
molinado y posterior empaque en bolsas para su comercializacion (Fernandez, 2003b).
La calidad de un inoculante micorrizico se indica en el numero de propagulos y dentro
de éstos, en el numero de esporas; la mayor calidad del inoculante es directamente
proporcional al mayor numero de propagulos. Para que un inoculante presente una
adecuada calidad no basta con tener soélo esporas, es mas eficiente si tiene una
combinacién de los tres tipos de propagulos fundamentales (esporas, fragmentos de
raices colonizadas e hifas), porque eso potencia la actividad de colonizacién del mismo
(Riveray col., 2007).
Los rangos de concentracién de esporas.g” de inoculante, establecidos para ambos
tipos de inoculantes, segun Fernandez (2003b) son:
¢ Indculo Certificado

> Glomus hoi - like 125 - 250 esporas. g~ de sustrato

> Glomus clarum: 250 - 350 esporas. g~ de sustrato

> Glomus mosseae: 70 - 50 esporas. g de sustrato

¢ Indculo comercial

» Cualquiera de las cepas anteriores: 20-30 esporas. g de sustrato™



Desde hace algunos afios se establece como contenido minimo de esporas.g” del
producto EcoMic®, 20 esporas.g’ y este contenido minimo se incrementara en la
medida que se establezcan los mayores contenidos de esporas en el proceso
productivo (Rivera y col., 2007).

La tecnologia inicial de produccion desarrollada por Fernandez y col. (1999), garantiza
que en ambos tipos de inoculantes los productos obtenidos estén libres de patégenos,
siempre que se sigan los protocolos de esterilizacion y del sistema de control de la
calidad que evalua todo el proceso.

2.9 Caracteristicas botanicas y exigencias edafoclimaticas y nutricionales de la
especie Brachiaria sp.

Las gramineas generalmente presentan elevada diversidad, facilidad de siembra,
rapido crecimiento y establecimiento, garantia de cobertura y proteccion del suelo.

Los hongos micorrizicos arbusculares asociados a las gramineas, ejercen gran
influencia sobre estas plantas, constituyéndose en importantes componentes bidticos
del ecosistema (Gomez, 2002).

Brachiaria pertenece al orden Glumiflorae, tribu Panacea. Es una graminea perenne,
rastrera, con estolones largos que arraigan en los nudos y forman rapidamente una
postura densa, hasta alcanzar una altura de 80 cm. El tallo del género es herbaceo,
posee una panicula de 11 a 24 cm de largo, que presenta pocos (a veces uno solo) o
diversos racimos con espiguillos sésiles o subsésiles desprovistos de pedicelos,
arraigadas en dos filas y en un raquis usualmente achatado. Sus hojas son lanceoladas
o linealmente lanceoladas (se estrechan hasta terminar en punta), formadas por cinco a
ocho espigas verdosas, de 3,6 cm de largo, con espiguillas bifloras de cinco a seis cm
de largo, dispuestas en dos series alternativas sobre un raquis dorciplano. Las semillas
son de tamano medio, algo redondeadas y normalmente muy fértiles (Gutiérrez y col.
1990). Presenta un fruto cariopse y la planta se propaga vegetativamente y por semilla
(Cortéz, 1984).

La especie Brachiaria es nativa de Uganda y otros paises tropicales del Africa Oriental,
de habito decumbente y alto potencial de adaptacién a un amplio rango de suelos y

climas. Fue introducida en Cuba en la década del 70 y ha llamado la atencién por los



resultados alcanzados en zonas tropicales, que incluye a Brasil, Australia, Colombia y
otros, donde ha sido muy apreciada por los ganaderos (Hernandez y Hernandez,
1980). En nuestro pais, los estudios han evidenciado sus caracteristicas promisorias,
donde se ha obtenido buena adaptacion con altos rendimientos en suelos de pH
ligeramente acido, neutros y ligeramente alcalinos con buena fertilidad, asi mismo se
obtienen rendimientos adecuados en suelos de pH acido y poco fértiles, pero con buen
drenaje interno y externo. Resiste muy bien los periodos de sequia (Gutiérrez y col.,
1990; Vega y col., 2006).

Esta especie se adapta a suelos de textura variada, incluyendo los de baja fertilidad y
acidos y no son exigentes a la irrigacion, aunque requiere riegos perioddicos y
fertilizantes, fundamentalmente nitrogenados. Produce un alto rendimiento de biomasa
que permite intensificar su produccion (Paretas, 1991).

Es resistente a la sequia, pero no tolera el encharcamiento y se adapta bien a suelos
de media a baja fertilidad, mostrando un rapido rebrote después de un corte o pastoreo
junto a una efectiva competencia con las malezas (Mederos, 2009).

A continuacion se presenta la dependencia micorrizica de gramineas y leguminosas

forrajeras tropicales (Howeler y col., 1987)

Dependencia micorrizica en Gramineas

> 80% 60-80% 30-60%
Brachiaria decumbens Centrosema macrocarpum Stylosanthes guianensis
B. brizantha C. brasilianum S. macrocephala
Andropogon gayanus C. pubescens Arachis pintoi
B. humidicola Pueraria phaseoloides
Leucaena leucocephala Desmodium ovaliflorum
Macroptilium atropurpureum Panicum maximum
S. capitata

2.10 Generalidades sobre la toma de muestras en el suelo
La toma de muestras de suelo es un aspecto que merece consideracion detallada.
Existen diferentes maneras de realizar un muestreo con el objetivo de obtener una

muestra representativa del area muestreada. La toma de muestras incluye la seleccion



del material que forma el suelo de modo tal que tenga en cuenta la mayor variabilidad
(Lozano y col., 2004).

En el proceso de toma de muestras se deben tener en cuenta las variaciones del suelo
de acuerdo con la profundidad del perfil y el area del terreno. Estos factores pueden
considerarse en funcién del tipo de suelo y del lugar donde se realice el muestreo. El
limite de exactitud de un muestreo esta dado por la forma de realizacion del mismo y
no por el analisis (Cline, 1944).

Tipos de métodos de muestreo

La parte mas critica en un buen programa de analisis de suelos es la obtencion de una
muestra que sea representativa del campo. Existen diferentes maneras de obtener una
muestra representativa segun Ferraris, (2003). A continuacion se veran algunas de
ellas:

La mas sencilla consiste en el muestreo al azar, recolectando submuestras que luego
son mezcladas para formar una muestra compuesta que es enviada al laboratorio. El
inconveniente de este tipo de muestreo es que frecuentemente no se tiene en cuenta la
variabilidad existente en sectores no homogéneos del suelo.

Otra variante es el muestreo en areas de referencia, que consiste en muestrear
intensamente un sector homogéneo, que se asume representativo del suelo total.

El tipo mas intensivo de muestreo es el muestreo sistematico o en grilla, donde las
muestras son tomadas a intervalos regulares en todas las direcciones, analizandose
por separado. Es muy preciso y refleja la variabilidad del suelo.

Otro plan de muestro consiste en dividir el campo en subunidades homogéneas, dentro
de las cuales se toman muestras compuestas al azar, evitando cualquier falta de
uniformidad que pueda aparecer en el suelo. Este tipo de muestreo es conocido como
muestreo al azar estratificado (Darwich, 2003).

Profundidad de muestreo

La profundidad de muestreo esta determinada por el nutriente, propiedad del suelo o
especie de HMA que se pretende cuantificar. Por ejemplo la materia organica, el pH y
el fosforo se miden habitualmente en la capa superficial (0-20 cm), ya que es la

profundidad donde ejercen mayor influencia (Zamuner y col., 2003). En el caso de los



HMA se debe muestrear en los primeros 20 cm de profundidad que es donde se

presentan en mayor abundancia (Pefia Venegas y col., 2007).

Impacto de la variabilidad sobre el muestreo de suelo

Para controlar la variabilidad espacial de los suelos es necesario realizar un disefio de
muestreo de tal forma que la medicion de los cambios temporales no se confunda con
la variacion espacial del terreno evaluado (Lozano y col., 2004).

La fertilidad de un suelo en un lote no presenta una distribucion normal. Una variable
con distribucion normal se distribuye siguiendo la forma de una campana, y el valor
promedio coincide con el valor mas frecuente. En cambio, al evaluar el contenido de
nutrientes de un lote encontramos muchos puntos con fertilidad algo por debajo del
promedio y unos pocos muy por encima (Ferraris, 2003).

Las principales causas de variabilidad en el suelo pueden manifestarse entre las
diferentes muestras tomadas de un mismo volumen (error de la toma de muestras), la
introducida entre las diferentes muestras parciales de una misma muestra (error de la
submuestras), la realizada de una determinacién quimica a otra, realizada sobre la
misma muestra (error analitico) (Jackson, 1964).

El mismo autor también plantea que se ha demostrado que el error procedente de la
toma de muestras y su manipulacion es de tres a seis veces mayor que el que se
ocasiona por la toma de porciones y por los procedimientos de analisis.

Tipo de muestras a tomar

» Muestra simple: Es la que se obtiene con una sola extraccion de suelo. Son
usadas en trabajos de investigacion y en suelos muy homogéneos (Ferraris,
2003).

» Muestra compuesta: Se refiere a la muestra de suelo obtenida por la
extraccion de varias muestras simples o submuestras, reunidas en un
recipiente y bien mezcladas (Ferraris, 2003).

Numero de submuestras a recolectar por muestra compuesta
En la toma de una muestra compuesta se debe tener en cuenta que cada submuestra
sea del mismo volumen que las demas y representar la misma seccién transversal del

volumen de que se toma la muestra (una misma profundidad). Las muestras deben



tomarse al azar con respecto al volumen de donde se toman. Hay que tomar un
numero suficiente de muestras individuales para que quede representado
adecuadamente el volumen total del que se toma la muestra. La unidad de suelo
escogida para formar una muestra compuesta debe ser homogénea para el objetivo del
analisis (Jackson, 1964).

La calidad del muestreo depende del numero de submuestras que se tomen en cada
muestra compuesta (Swenson y col. 1984). El aumento del numero de muestras
individuales hace que disminuya la variabilidad de las caracteristicas de las muestras
(Jackson, 1964).

Un inadecuado disefio de muestreo combinado con un insuficiente numero de muestras
colectadas puede ocasionar en sesgo en la estimacién de los parametros a evaluar,
restandole validez a los resultados (Arrouays y col., 2000).

2.11 Generalidades del control de calidad

Cuando se dice que algo tiene calidad, se designa un juicio positivo con respecto a las
caracteristicas del objeto, el significado del vocablo calidad en este caso pasa a ser
equivalente al significado de los términos excelencia, perfeccion (Otero y col., 2002).
Segun Juran, (1990), el control de la calidad es el que permite comparar las metas de
calidad con la realizacion de las operaciones y su resultado final es conducir las
operaciones de acuerdo con el plan de calidad.

Definicidon de calidad segun la Norma cubana NC ISO 9000: 2005

Calidad: Es el grado en el que un conjunto de caracteristicas inherentes o asignadas,
cualitativas o cuantitativas cumplen con los requisitos establecidos, ya sean implicitos u
obligatorios.

Glosario de la definicion de calidad

> EIl término "calidad" puede utilizarse acompafado de adjetivos tales como:
pobre, buena o excelente.

> "Inherente", en contraposiciébn a "asignado", significa que existe en algo,
especialmente como una caracteristica permanente.

» Una caracteristica puede ser cualitativa o cuantitativa.

» "Generalmente implicita" significa que es habitual o que es una practica

comun para la organizacion.



Definicion de Gestion de la calidad segun la Norma cubana NC ISO 9000: 2005:
Gestion de la calidad: Son las actividades coordinadas para dirigir y controlar un
conjunto de personas e instalaciones con una disposicion de responsabilidades,
autoridades y relaciones en lo relativo a la calidad, esta ultima no es mas que el grado
en el que un conjunto de caracteristicas inherentes cumple con la necesidad o
expectativa establecida, generalmente implicita u obligatoria.

Control de calidad: Parte de la gestion de la calidad orientada al cumplimiento de los
requisitos de la calidad.

Son todas aquellas acciones planificadas y sistematicas necesarias para proporcionar
la confianza adecuada de que un producto o servicio satisface los requisitos de calidad
establecidos.

Involucra la orientacion de la organizacion a la calidad manifestada en la calidad de sus
productos, servicios, desarrollo de su personal y contribucién al bienestar general. La
definicion de una estrategia puede asegurar que la organizacibn cumpla con sus
objetivos. La definicion de su sistema determinara si esta haciendo estas cosas
correctamente (Juran, 1990). La calidad de los procesos se mide por el grado de
adecuacion de estos a lograr la satisfaccion de sus clientes (internos o externos). Esto
implica la definicion de requerimientos del cliente o consumidor, los métodos de
medicion y estandares contra que comparar la calidad (Juran y Gryna, 2000).

2.12 Control de calidad de inoculantes micorrizicos

La calidad de un inoculante puede definirse como la capacidad que posee el mismo
para lograr un contenido de esporas que se encuentre en el rango estipulado por las
normas, con la pureza requerida y con un valor productivo para el productor
(Fernandez, 2003b).

En la produccién de cualquier inoculante micorrizégeno se aplica un riguroso control de
la calidad, y se monitorea de forma sistematica, tanto la dinamica del desarrollo de la
simbiosis micorrizica, como el contenido de esporas, la produccion de micelio externo y
el grado de pureza de las poblaciones de hongos micorrizégenos que se cultivan para

este fin en todas las fases del proceso productivo (Rivera y col., 2003).



Durante el periodo de crecimiento y desarrollo de la planta hospedera se espera que al
unisono se produzca la colonizacién por los hongos micorrizogenos y se establezca e
incremente la simbiosis entre la planta y los hongos (Mehrotra y Baijal, 1995).

Paneque y Calafia (2004), plantearon que para hacer la evaluacién del sistema de
produccién en la fase de cantero es necesario realizar muestreos periodicos y
sistematicos de la arcilla o del sustrato que pueden ser los medios donde se establezca
la simbiosis. EI comienzo de estos muestreos varia en dependencia de la planta

hospedera que se utilice para el establecimiento.



lll- MATERIALES Y METODOS

Los estudios referidos al presente trabajo se realizaron en la planta de produccion del
inoculante micorrizogeno EcoMic® situada en el Area Central del Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas (INCA), el cual se encuentra ubicado en el Km 3% de la carretera a
Tapaste, Municipio San José de Las Lajas, Provincia La Habana.

Con la finalidad de dar respuesta a los objetivos propuestos se realizaron tres
experimentos que se nombran a continuacién:

Experimento 1. Establecimiento de una metodologia de muestreo y de la época del afio
mas adecuada para la produccién de EcoMic®

Experimento 2. Influencia del tiempo de secado y de molinado en los contenidos de
esporas del inoculante

Experimento 3. Implementacién del proceso de control de la calidad de EcoMic®

3.1 Experimento 1. Establecimiento de una metodologia de muestreo y del
periodo del afio mas adecuado para la producciéon de EcoMic®

Este experimento se ejecutoé en canteros multiplicadores durante los periodos de enero
a mayo y de junio a octubre del afo 2008, con el objetivo de establecer una
metodologia de muestreo capaz de garantizar un adecuado control de la calidad del
producto EcoMic® y de evaluar la influencia de la época del afo, en la cual se produce
el indculo, sobre la produccion de esporas, propagulo indicativo de la calidad final del
inoculante.

Primeramente se recopilaron los valores de temperatura maxima, minima y promedio,
la humedad relativa promedio y las precipitaciones medias mensuales
correspondientes al periodo enero-octubre de 2008
(Tabla 1). Tomando como referencia la Estacién
Meteorologica numero 78374 ubicada en el Km 3%

de la carretera a Tapaste, municipio San José de

Las Lajas, provincia La Habana.
Se prepararon canteros de polietileno negro (100 a 150 micras de espesor) de 15,0 m

de largo x 1,0 m de ancho y una altura de 0,20 m, identificados como C5 y C6 en el



primer periodo de siembra y como B5 y B6 en el segundo. En la base de los canteros
se realizaron perforaciones para facilitar el drenaje del agua.

Tabla 1: Variables climatoléogicas mensuales durante el periodo experimental del afo
2008

Temperatura (°C) Humedad . .
Precipitaciones medias
Meses relativa
Maxima Minima Promedio mensuales (mm)
promedio (%)

Enero 27,1 14,9 21,0 73,0 28,3
Febrero 29,0 17,0 23,0 72,1 27,1

Marzo 30,3 17,6 23,9 71,0 115,3

Abril 29,2 16,9 23,1 71,0 145,6
Mayo 32,1 20,4 25,8 75,0 139,2
Junio 31,6 21,7 26,7 80,8 2222

Julio 32,2 21,3 26,7 80,9 180,2
Agosto 32,4 21,5 26,9 80,7 247.,5
Septiembre 31,1 21,8 26,4 84,5 3475
Octubre 29,5 20,0 24,6 82,0 120,4

Los canteros se llenaron con un sustrato natural arcilloso proveniente de la laguna "La
Sierra” ubicada en el Guayabal, municipio San José de las Lajas, provincia La Habana,
el cual se extrajo a una profundidad de entre 1,0 y 2,0 m. El suelo asociado se clasificd
como Hidromorfico Gley Vértico Carbonatado (Hernandez y col., 1999) y sus
caracteristicas quimicas se presentan en la tabla 4.

Tabla 2: Caracteristicas quimicas del sustrato utilizado en los canteros en ambos

periodos estudiados.

. pH MO P Ca Mg Na K
Periodos Canteros
H,0 (%)  (ppm) (cmol. kg™)

Enero-Mayo C5 8,0 1,95 5,00 50,00 6,83 0,38 0,41
Enero-Mayo C6 79 1,86 3,33 47,50 8,17 0,30 0,40

X 7,95 1,90 4,16 48,75 7,5 0,34 0,40
Junio-Octubre B5 8,5 2,24 56,00 36,30 10,10 1,20 0,44
Junio-Octubre B6 8,4 2,06 48,00 36,60 9,00 1,27 0,46

= 8,45 215 52,00 36,45 9,55 1,23 0,45




El pH en H,O se determind por potenciometria, utilizando una relacién suelo- disolucion
1:2,5. El contenido de materia organica (% M.O) se determiné siguiendo la metodologia
descrita por Walkley y Black y el fosforo (P,Os) por Oniani. Los cationes
intercambiables se determinaron por una extraccion con NH4AC 1 mol.L™" a pH 7; calcio
(Ca) y magnesio (Mg) por Complexometria y potasio (K) por Fotometria de llama
(Paneque, 2002).
Se empled un indculo de HMA que contenia 80 esporas por g ™' de la cepa Glomus hoi-
like (INCAM-4), suministrado por el cepario de HMA del INCA.
El sustrato se esterilizé con una solucién de formol al 2,5% aplicada a razén de 5 L.m™,
el cantero se cubrid cuidadosamente con polietileno negro por 72 horas para que
accionara la solucion aplicada, posteriormente se destapé dejandolo reposar por 72
horas hasta expulsar los gases remanentes y finalmente se procedié a sembrar.
La siembra se realiz6 a chorrillo en la primera semana del mes de enero y en la
segunda semana del mes de junio, utilizando semillas de Brachiaria decumbens
plantadas a una densidad de 13 g.m? y distribuidas en 7 surcos por cantero. Las
semillas fueron recubiertas con inéculo micorrizico antes de la siembra mediante la
tecnologia descrita por Fernandez y col. (1999b). El in6culo soélido se aplicé a razén del
10 % del peso de la semilla.
En el momento de la siembra se aplicé 150 g de la féormula completa NPK (9 — 13 — 17)
en cada cantero y a los 30 dias de germinadas las semillas se aplicaron 75 g de Urea
(46 — 0 — 0), ambas aplicaciones se realizaron por cantero de 15 m de largo, para
garantizar un suministro de nutrientes adecuado para un funcionamiento micorrizico
eficiente de Brachiaria decumbens.

3.1.1 Muestreos y evaluaciones realizadas
Para establecer una metodologia eficiente en la toma de muestras de las diferentes
variables, los canteros multiplicadores se subdividieron en tres partes de cinco metros
cada una como se muestra en la figura 1.
Los muestreos en el periodo enero-mayo fueron realizados a los 30, 60, 90 y 120 dias
después de la siembra. En el periodo junio-octubre se realizaron muestreos a los 60, 90

y 120 dias después de la siembra (no se realizd6 muestreo a los 30 dias porque hubo



abundantes precipitaciones y el sustrato presenté una acumulacion excesiva de agua,

lo cual impidio la realizacion del muestreo).
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Figura 1. Diagrama representativo de un cantero multiplicador de EcoMic® de 15,0 m de

largo dividido en tres partes de igual longitud. a)- Muestra la distribucion espacial de las

muestras compuestas tomadas en cada parte.

En cada una de las partes del cantero se tom6 una muestra compuesta por una, tres y
cinco submuestras de sustrato en las profundidades de 0-10 cm y 10-20 cm. También
se extrajo un cubo de 25 cm que incluia el sustrato hasta 20 cm de profundidad y las
plantas correspondientes. El bloque de sustrato fue dividido en dos partes de 10 cm,
para evaluar el sistema radical en las dos profundidades.

Se determind la masa seca aérea y radical de las plantas muestreadas. Las raices se
extrajeron lavandolas con abundante agua y se secaron en estufa a temperatura de 65
°C durante 48 horas hasta obtener masa constante.

Se determinaron los porcentajes de Nitrogeno (N), Fésforo (P) y Potasio (K) presentes
en la parte aérea de las plantas por digestion humeda (H,SO4 + Se), evaluando N por
el método de Nessler, P por formacion de azul de molibdeno y K por Fotometria de
llama (Paneque y col., 2002).

En las raices extraidas a ambas profundidades se evaluaron los porcentajes de
Colonizacion micorrizica y de Densidad visual, siguiendo las metodologias descritas
por Phillips y Hayman (1970) y por Herrera y col. (1995). La cuantificacion del
porcentaje de Colonizacion micorrizica se realizo a través del método de los interceptos
descrito por Giovanetti y Mosse (1980). El calculo matematico del porcentaje de
Densidad visual se realizé a través de la metodologia descrita por Trouvelot y col.,
(1986).

El numero de esporas de HMA en el sustrato se determin6 en cada momento de
muestreo, para lo cual se tomaron dos muestras compuestas por tres y cinco

submuestras en cada uno de los cuadrantes, en las dos profundidades estudiadas. En



el periodo junio-octubre se tomaron asimismo tres muestras de sustrato compuestas

por una, tres y cinco submuestras.

Para la toma de las muestras se utilizé una barrena de 6,0 cm de diametroy 10,0 cm
de profundidad. Las esporas se aislaron por el método de Tamizado humedo y
decantado (Gerdemann y Nicholson, 1963, modificado por Herrera y col. 1995) y se
contaron con ayuda de una placa de conteo de nematodos en un microscopio estéreo
modelo Stemi 2000-C (40x).

Las labores de deshierbe se realizaron tres veces en el ciclo del cultivo y el riego se
aplico manteniendo la humedad del sustrato en un limite cercano a la capacidad de
campo. Durante todo el periodo del cultivo no fue necesaria la aplicacion de productos
fitosanitarios.

3.1.2 Variabilidad espacial del nimero de esporas
Con el objetivo de determinar la variabilidad espacial del numero de esporas de HMA
en los canteros C5, C6, B5 y B6, se procedié a tomar una muestra compuesta por tres
submuestras cada 1,5 m, para un total de 10 muestras por cantero, a lo largo del
mismo. Las submuestras que componian cada muestra compuesta se tomaron en los
surcos dos, cuatro y seis y a cada una se determiné el nimero de esporas.g” de
sustrato.
Con el objetivo de valorar como la variabilidad longitudinal de las esporas.g” en el
cantero, se refleja en el método de muestreo de subdividir cada cantero en tres partes
iguales, se procedid a agrupar las 10 muestras tomadas para la evaluacion de la
variabilidad longitudinal, promediando los valores de las muestras que coincidian en
cada una de las partes en que se dividio el cantero.
Tratando de encontrarle una causa a la variabilidad encontrada en el numero de
esporas dentro de los canteros, se realizd un nuevo analisis de variabilidad a otros dos
canteros (B3 y B4), sembrados en marzo del afio 2009, en los cuales se utilizé la
misma planta hospedera, el tipo de sustrato y la cepa de HMA inoculada en los
canteros C5, C6, B5 y B6.
Con posterioridad se relaciond la variabilidad existente en la produccion de esporas con

la variabilidad presente en los contenidos quimicos del sustrato y el muestreo se realizo



similar al referido anteriormente. A cada muestra de sustrato se le determiné el numero
de esporas y los contenidos quimicos del mismo, en los dos canteros anteriormente
referidos (B3 y B4), correspondientes al experimento 3.

3.1.3 Analisis estadistico
La influencia de los momentos de muestreo sobre la Masa seca aérea y radical en las
dos profundidades se evalu6 mediante la Comparacién de las medias con sus
Intervalos de confianza al 95%. De la misma forma se procedié con el analisis del
efecto de los momentos de muestreo sobre los contenidos de macronutrientes en la
biomasa aérea.
Para determinar la influencia de la profundidad de muestreo sobre el porcentaje de
Colonizacion y el Numero de esporas de HMA se analizaron los datos estadisticamente
mediante el Analisis de medias y una Prueba t para muestras relacionadas. De forma
similar se procedio para evaluar la influencia del numero de submuestras por muestra
compuesta sobre el Numero de esporas.
Para determinar la influencia del porcentaje de Colonizacion y la masa seca radical
sobre la produccion de esporas se realizé un Analisis de Correlacion para el cual se
tomaron los datos del porcentaje de Colonizacién micorrizica promedio de ambas
profundidades y la Masa seca total radical, con las determinaciones de esporas
realizadas, a partir de utilizar 5 submuestras para conformar las muestras compuestas
en la profundidad de 0-20 cm. Se utilizaron los porcentajes de Colonizacion micorrizica
y Masa seca radical a los 90 dias y la produccion de esporas a los 120 dias. Los
resultados de porcentaje de Colonizacién micorrizica fueron transformados para el
analisis estadistico mediante el empleo de la funcién 2arcsenvx, de acuerdo con Lerch,
(1977).
La variabilidad del Numero de esporas.g” de sustrato a lo largo del cantero, se
determin6 mediante el establecimiento del porcentaje de variacién de cada muestra con
el valor promedio, asi como el coeficiente de variacion obtenido en cada uno de los
canteros.
Para evaluar la variabilidad entre las partes de muestreo de cada cantero se obtuvieron

las medias de esporas.g” de sustrato en cada cuadrante, estas se compararon con los



valores de esporas.g”’ promedio de cada cantero y se determind su intervalo de
confianza al 95% de probabilidad.

En todos los casos, para evaluar el efecto de los periodos de siembra sobre las
diferentes variables se compararon las medias con sus intervalos de confianza al 95%
respectivamente.

Todos los analisis se realizaron utilizando el programa estadistico SPSS 11.5 para
Windows.

3.2 Experimento 2. Influencia del periodo de secado y del molinado sobre el
contenido de esporas del inoculante

Con el objetivo de evaluar la influencia del periodo de secado y del molinado sobre el
contenido de esporas del inoculante se realizé este experimento.

En los canteros C5 y C6 se retird el riego 15 dias antes del cumplimiento del ciclo
biolégico de Brachiaria decumbens (120 dias), coincidente con la posible fecha de
extraccion del inoculante producido, para propiciar la disminucion del agua en el
sustrato y por tanto estimular la esporulacién micorrizica. Una semana después se
efectud el corte y extraccion del follaje (parte aérea) para contribuir al aumento de la
esporulacién, como mecanismo de sobrevivencia del hongo al eliminarle el flujo de
fotosintatos hacia el sistema radical. Finalmente se removio el sustrato de ambos

canteros y se trasladé hasta el area de secado.

5 El material extendido en el cuartén fue homogenizado y se

al |

le extrajeron las raices mas gruesas. Los terrones que aun
quedaron fueron fraccionados diariamente a medida que
iban  perdiendo humedad, continuando con |la
homogenizacion del mismo.

Se determiné el contenido de esporas de HMA realizando

B e G ','____' muestreos a los 5 y 15 dias de encontrarse el producto en
esta area. Para la toma de las muestras el material extendido dentro de los cuartones
se subdividié en diez partes y en cada una se tomo una muestra compuesta por diez

submuestras, con un total de 10 muestras de material por cuarton.
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Figura 2. Diagrama representativo de la distribucion espacial de las muestras
compuestas por diez submuestras tomadas en el material extendido sobre el area de
secado.
A los 15 dias se determiné el porcentaje de humedad del material extendido en cada
cuartén. El porcentaje de humedad se utilizé como indicador para trasladar el material a
la fase de molinado, lo cual se realiza siempre que la humedad sea menor de 13,0 %
(Paneque y Calafia, 2004).
El molinado del producto se realizé con un molino de martillo, modelo Vencedora
Magqtron, a 3600 rpm y con un tamiz de dos mm. El producto molinado se envaso en
sacos de 20 Kg y se verifico su calidad de producto terminado, tomando una muestra
compuesta por 10 submuestras en uno de cada cinco sacos de 20 Kg, para determinar
la cantidad de esporas.g'1 de sustrato. Muestreando un total de 10 sacos por cuartén.
Este procedimiento se repitio en el mes de mayo del 2009 con los canteros B5 y BG,
aunque el inoculante, por problemas técnicos relacionados con el funcionamiento del
molino, permanecio en el area de secado por un periodo aproximado de 4 meses.

3.2.1 Determinaciéon de la variabilidad del indicador esporas.g” de

inoculante en el producto terminado

Para determinar la variabilidad del indicador esporas.g'1 en el producto terminado se
procedié a muestrear producciones de 20 sacos continuos de producto (400 kg) por
cantero, donde se tomé una muestra compuesta por 10 submuestras en cada saco.
El material molinado pertenecié a los canteros A3 y A4 con fecha de siembra en agosto
del 2008, los cuales fueron incluidos en el grupo de canteros estudiados en el
experimento 3.
A partir de estas muestras se estudiod la variabilidad de este indicador y el numero
minimo de sacos que se deben muestrear para garantizar diferentes precisiones entre
+2 y +5 esporas.g”' de indculo, asi como evaluar como se cumple el criterio de nimero
minimo de 20 esporas.g” de inoculante como indicador de calidad en el proceso

productivo de EcoMic®.



3.2.2 Analisis estadistico
Los resultados de la influencia del periodo de permanencia del producto bruto en el
area de secado sobre el contenido de esporas y del molinado sobre el producto final,
se procesaron mediante una Prueba t para muestras relacionadas.
El numero minimo de sacos que se deben muestrear para garantizar las diferentes
precisiones en la determinacién del nimero de esporas.g”’ de indculo se realizd
mediante la formula del Tamafio de muestra.
n= (0.Z1.02/ d)’
n-Tamafo de muestra
o-Desviacion tipica
Z1.o/2— Percentir (es una constante =1.96)

d- La diferencia minima de error a detectar

3.3 Experimento 3. Implementacion del proceso de control y analisis de cada uno
de los canteros de la planta de produccién de EcoMic®

Para realizar la implementacion del proceso de control y seguimiento de cada uno de
los canteros de la planta de produccion de EcoMic®, se trabajé durante el periodo de
siembra de febrero del 2008 a mayo del 2009, con un total de 9 canteros. En todos los
casos se utilizé la cepa de HMA Glomus hoi-like asi como las especies Brachiaria
decumbens y Brachiaria hibrido cultivar mulato, como plantas hospederas.

Se realizaron evaluaciones del comportamiento micorrizico a cada uno de los canteros
de produccién (10) a los 60, 90 y 120 dias. Para realizar la toma de muestras los
mismos se subdividieron en tres partes de cinco metros cada una (Figura 1).

En cada cuadrante se tomaron muestras de sustrato compuestas por cinco
submuestras, asi como cinco plantas que presentaran un crecimiento promedio con
todo su sistema radical, realizando un moteado de 5,0 cm alrededor del tallo para poder
extraer adecuadamente las raices. Se determiné el Nimero de esporas.g™” de sustrato
y el porcentaje de Colonizacién micorrizica.

Los canteros evaluados se agruparon segun la época de siembra (en cada mes
escogido se sembraron dos canteros), quedando establecida una época poco lluviosa y

de bajas temperaturas (siembra en noviembre) con cuatro canteros, una época



intermedia (siembra en mayo) con dos canteros y otra época lluviosa y de altas
temperaturas (siembra en junio) con cuatro canteros (tabla 3), teniendo en cuenta la

temperatura dentro de la época.

Tabla 3: Caracteristicas de los canteros agrupados por épocas de siembra

Epocas de siembra Canteros Planta hospedera Fecha de siembra
C5 Brachiaria decumbens Enero 2008
c . C6 Brachiaria decumbens Enero 2008
Epoca poco lluviosa
. B1 Brachiaria hibrido Noviembre 2008
y de bajas
cultivar mulato
temperaturas __
B2 Brachiaria hibrido Noviembre 2008
cultivar mulato
B3 Brachiaria hibrido Marzo 2009
. . ) cultivar mulato
Epoca intermedia
B4 Brachiaria hibrido Marzo 2009

cultivar mulato

B5 Brachiaria decumbens Junio 2008
Epoca lluviosa y de B6 Brachiaria decumbens Junio 2008
altas temperaturas A3 Brachiaria hibrido Agosto 2008

cultivar mulato
A4 Brachiaria hibrido Agosto 2008

cultivar mulato

También se realiz6 el analisis quimico del sustrato de los diferentes canteros
analizados en cada época (Tabla 4), independientemente de que todos se llenaron con
el mismo tipo de sustrato, ya descrito y utilizado en el experimento 1. Se evalud la
influencia de las principales caracteristicas quimicas del sustrato en cada cantero y la
temperatura del aire sobre los contenidos de esporas en el momento de la extracciéon

de cada cantero (120 dias).



Se tomaron las temperaturas del aire promedio existentes en todo el periodo del ciclo
del cultivo para cada época de siembra.

Tabla 4: Caracteristicas quimicas del sustrato utilizado en cada cantero

o Na K Ca Mg P MO pH
E anteros
pocas (cmol. kg™) (ppPm) (%)  H,0
Epoca poco C5 0,38 0,41 50,00 6,83 5,00 1,95 8,0
lluviosa y de C6 0,30 0,40 47,50 8,17 3,33 1,86 79
bajas B1 0,20 0,41 40,90 4,70 65,33 3,75 8,03
temperaturas B2 0,22 0,40 39,67 4,80 72,67 3,51 7,97
X 0,27 0,40 44,58 6,08 36,63 2,81 7,98
Epoca B3 0,13 0,30 37,13 3,36 35,22 1,32 7,27
. . B4 0,12 0,28 36,52 4,44 60,56 3,01 7,24
intermedia
X 0,19 0,35 39,48 4,67 51,27 2,66 7,62
Epoca lluviosa B5 1,20 0,44 36,30 10,10 56,00 2,24 8,5
y de altas B6 1,27 0,46 36,60 9,00 48,00 2,06 8,4
temperaturas A3 0,12 0,31 37,2 3,3 35,2 1,6 7,3
Ad 0,12 0,28 36,2 4.4 63,5 3,0 7,2
X 0,80 0,41 38,03 8,08 44,63 2,42 8,15

La tabla 5 muestra las temperaturas de aire promedios mensuales desde noviembre del
afno 2008 hasta febrero del afio 2009. Los otros valores de temperaturas se tomaron de

la tabla 1 perteneciente al experimento 1.

Tabla 5: Temperaturas promedios mensuales de algunos meses del periodo
experimental 2008-2009.

Temperatura del aire promedio mensual

Meses Afio o)
Octubre 2008 24,6
Noviembre 2008 21.3
Diciembre 2008 21.2
Enero 2009 19.8

Febrero 2009 194




3.3.1 Analisis estadistico

Para determinar la influencia de las épocas de siembra sobre la produccion de esporas
y los porcentajes de Colonizacion micorrizica, se realizé mediante la comparacion de
las medias y sus Intervalos de confianza al 95%.

Se efectudé también un Analisis de correlacion entre las principales caracteristicas

quimicas del sustrato, la temperatura del aire promedio y el numero de esporas.



IV- RESULTADOS Y DISCUSION
41 Experimento 1. Establecimiento de una metodologia de muestreo y del

periodo del afio mas adecuado para la producciéon de EcoMic®

4.1.1 Caracterizacion del sustrato
El sustrato en estudio pertenece al Agrupamiento de suelos Hidromérficos que se
desarrollan en regiones o zonas llanas o depresionales, en los cuales predominan las
condiciones de hidromorfia por la presencia de un manto freatico cercano a la
superficie (1,0 - 3,0 m de profundidad), presentando en ocasiones una capa
impermeable (arcillosa) poco profunda. Estas condiciones de hidromorfia se advierten
por sus propiedades gléyicas a menos de 50 cm de profundidad (Mederos, 2009).
La caracterizacion quimica del sustrato (Tabla 2) reflejé valores muy similares entre los
dos canteros utilizados en la primera fecha de siembra (C5 y C6) y entre los dos
utilizados en la segunda (B5 y B6).
De forma general, se presentaron valores de pH ligeramente alcalinos, altos contenidos
de Ca y Mg y valores bajos de K. Los contenidos de materia organica fueron medios
segun Paneque (2002), aunque si se tiene en cuenta que el sustrato fue extraido a 2 m
de profundidad los mismos pueden ser considerados altos. Los contenidos de P
disponible y Na intercambiable representaron los indicadores con mayor variacion,
entre las dos fechas de siembra.

4.1.2 Produccion de Masa seca aérea y radical de B. decumbens inoculada

en ambos periodos

Al analizar los valores de las variables Masa seca aérea y radical, en los dos periodos o
épocas de muestreo, pudo apreciarse, de manera general, un progresivo incremento de
ambas variables durante todo el ciclo del cultivo (Figuras 3A, B, C y D).
En el caso de la Masa seca aérea, en el periodo de enero a mayo (Figura 3A), se
observo, hasta los 90 dias, un crecimiento paulatino de la variable y con posterioridad,
en el intervalo enmarcado entre los 90 y los 120 dias, un incremento exponencial que
alcanzé valores maximos de 1,81 kg.m?, estos valores fueron significativamente

superiores a los encontrados en el resto de los momentos de muestreo.
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Figura 3: Desarrollo vegetativo de Brachiaria decumbens inoculada con Glomus hoi- like
en los dos periodos de crecimiento. Periodo de enero a mayo, (A) Masa seca aérea (MSA)
y (B) Masa seca radical (MSR) en dos profundidades. Periodo de junio a octubre, (C)
Masa seca aérea y (D) Masa seca radical en dos profundidades.

Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0,05).

En el periodo de junio a octubre (Figura 3C), a partir de los 90 dias, se observo un
incremento significativo de la Masa seca aérea que fue significativamente superior a los

120 dias y alcanzé valores maximos de 0,58 kg.m™.



La Masa seca radical en la profundidad de 0-10 cm (Figura 3B) mostré un crecimiento
progresivo hasta los 90 dias y a continuacién se desarrollé considerablemente hasta
alcanzar, a los 120 dias, valores de 1,01 kg.m? en el periodo de enero a mayo y en el
periodo de junio a octubre (Figura 3D) los valores maximos solo alcanzaron los 0,16
kg.m™.

En la profundidad de 10-20 cm (Figura 3B y Figura 3D) ocurrié un incremento lento
hasta los 120 dias. Los valores obtenidos a los 120 dias fueron los mayores en
cualquier época, aunque no se alcanzaron diferencias significativas en la Masa seca
radical entre los momentos de muestreo.

Analizando los valores de las medias y los Intervalos de confianza que se presentan en
las figuras (3A, B, C y D) se pueden distinguir diferencias significativas entre los valores
de Masas secas aéreas y radicales en ambas épocas, obteniéndose mayores indices
de ambas variables en el periodo de enero a mayo.

Teniendo en cuenta que la Brachiaria es un cultivo resistente a la sequia (Argel y col.
2005), pero no tolera las condiciones de encharcamiento (Medero, 2009) y que en el
periodo de junio a octubre no se realizé muestreo a los 30 dias por las abundantes
precipitaciones existentes en ese momento. Esta pudo ser la causa de que se retardara
el crecimiento del cultivo debido a la falta de oxigeno en el sistema radical, que afecté
la respiracion del mismo y provocé que se mostraran los menores valores de Masa
seca aérea encontrados en este periodo.

Estos resultados difieren de los obtenidos por Gonzalez y col. (2008) quienes en campo
abierto informaron valores superiores en el rendimiento de Masa seca en la época
lluviosa con 20 t de masa seca. ha™ y menores en la época de poco lluviosa con
acumulados de 5t de masa seca. ha™.

En ambos periodos, la Masa seca radical en la profundidad de 0-10 cm mostré valores
superiores a los obtenidos en la profundidad de 10-20 cm. Precisamente, es en la parte
superior del sistema radical de Braquiaria donde se concentran las raices mas gruesas,
independientemente de que este cultivo presenta un sistema radical muy profuso, en
sentido general.

Los resultados relacionados con la Masa seca radical coinciden con los informados por

Ramirez y col. (2009) quienes afirman que mas del 80% de las raices se encuentran en



las capas superficiales, en especial, en los primeros 10 cm de profundidad. Paneque y
col. (2006) obtuvo resultados similares en estudios realizados en canteros
multiplicadores de HMA.

Consecuentemente, Mederos (2009) encontrd, en un experimento desarrollado en
cajuelas plasticas utilizando Braquiaria inoculada con la misma cepa, entre un 64 y
73% de las raices en los primeros 10 cm de profundidad y el resto en la profundidad de
10 - 20 cm.

Contenido de macronutrientes en la biomasa aérea de B. decumbens

Al analizar los contenidos de macronutrientes (N, P y K) en la biomasa aérea,
correspondientes a la época de enero-mayo (Figura 4), se puede observar una
disminucion rapida a partir de la primera evaluacion realizada a los 30 dias después de
la siembra. Estos valores se mantuvieron muy similares en el resto de las evaluaciones
posteriores, manifestandose el mismo comportamiento para cada uno de los nutrientes
analizados.

Este comportamiento puede encontrarse asociado al rapido crecimiento en la Masa
aérea encontrada en este periodo que propicia el consumo de nutrientes. También
coincidié con lo planteado por Azcén Bieto y Talén (2001) quienes plantean que a
medida que las plantas van envejeciendo ocurre una disminucién del contenido mineral
en la masa seca con excepcion de Ca y en algunas ocasiones B y Fe.

Segun estos mismos autores, esta tendencia puede ser provocada, principalmente, por
el aumento relativo del porcentaje de Masa seca del material estructural (pared celular
y lignina) y de los compuestos de reserva como el almidén. También plantean que
puede estar influenciado por la edad fisiologica y la parte muestreada de la planta, asi
como por el aporte de nutrientes. En los resultados del presente experimento la dilucion
de los nutrientes en la biomasa fue una consecuencia, principalmente, de la propia

fisiologia del cultivo.
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Figura 4: Dinamica del contenido de macronutrientes en la biomasa aérea de B.
decumbens inoculada con Glomus hoi- like en el periodo correspondiente a enero-mayo.

Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0,05).

En la figura 5 se muestran los contenidos de estos macronutrientes pero en el periodo
correspondiente a junio-octubre. Es de sefialar que en esta época los muestreos
comenzaron a los 60 dias y no existe informacion de los contenidos de estos nutrientes
alos 30 dias.

La dinamica de los contenidos de nutrientes en esta época fue diferente a la anterior,
presentando un crecimiento de los contenidos hasta los 90 dias, con una posterior
estabilizacion hasta los 120 dias.

En este caso los contenidos de N y K se incrementaron significativamente a partir de
los 60 dias, manteniendo valores constantes entre los 90 y los 120 dias, que coinciden
con los encontrados en las plantas sembradas en el periodo enero-mayo. Los

contenidos de P si bien no presentaron diferencias significativas entre los diferentes



momentos de muestreo, si fueron superiores a los encontrados a partir de los 60 dias

en el periodo antes descrito.
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Figura 5: Dinamica del contenido de macronutrientes en la biomasa aérea de B.
decumbens inoculada con Glomus hoi- like en el periodo correspondiente a junio-

octubre. Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0,05).

La comparacion del incremento de la Masa seca entre los dos periodos (Figura 3A 'y C)
sugiere un retardo en el desarrollo vegetativo durante el periodo junio-octubre, lo cual
parece estar en correspondencia con la dinamica de los contenidos nutricionales en la
biomasa aérea, que no presento la tipica disminucion con la edad del cultivo, apreciada
en el periodo enero-mayo a partir de los 30 dias.

La dinamica obtenida en los contenidos de N y K en el periodo junio-octubre estuvo
asociada con el retardo del crecimiento encontrado anteriormente en este mismo
periodo.

El sustrato utilizado en el periodo de junio a octubre presenté contenidos de fosforo

disponible superiores al utilizado en el periodo enero-mayo (Tabla 2), con



independencia de ser el mismo tipo de material arcilloso. Esta situacién parece estar en
correspondencia con los contenidos superiores de P encontrados en la biomasa aérea
de Brachiaria en el periodo de junio-octubre con respecto al de enero-mayo segun la
comparacion de las respectivas medias con sus intervalos de confianza; sin embargo
esto no explica el cambio en el patron de la dinamica de los contenidos de N y K.
Por otra parte, Azcén y col. (2003) encontraron que en plantas micorrizadas de
lechuga, el suministro de altos niveles de N y P disminuyo el contenido de nutrientes
absorbidos por unidad de masa radical; sin embargo, no parece ser esta la situacion
presentada en el periodo junio-octubre y por tanto se hace necesario evaluar la
dinamica del porcentaje de Colonizacion y de produccion de esporas para tratar de
explicar este comportamiento.

4.1.3 Comportamiento de las variables micorrizicas durante el ciclo del

cultivo

Porcentajes de Colonizacién y de Densidad visual
En el periodo enero-mayo los porcentajes de Colonizacion micorrizica se incrementaron
paulatinamente desde un 40% a los 30 dias, hasta alcanzar cerca de 61% a los 90 dias
con valores significativamente superiores a los muestreos de 30 y 60 dias,
manteniendo valores similares hasta los 120 dias (Figura 6A).
Esta conducta fue similar a la encontrada por Mederos, (2009) quien trabajo en
condiciones semicontroladas con el mismo hospedero y cepa de HMA; no obstante, en
dichos resultados el porcentaje de colonizacién a los 120 dias decayé notablemente
asociado con la eliminacion del riego para estimular la esporulacion de los HMA, al
provocar el cese de los procesos de absorciéon y por ende la traslocacion de fotosintatos
al sistema radical. En este experimento los canteros se encontraban situados a cielo
abierto y las precipitaciones comenzaron en el mes de mayo y aunque el riego se dejo
de efectuar, se mantuvo una humedad alta en los canteros producto de las lluvias y las
condiciones fueron propicias para un funcionamiento micorrizico estable de Brachiaria

decumbens a los 120 dias.
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Figura 6: Dinamica de porcentajes de Colonizacién micorrizica y de Densidad visual en
raices de B. decumbens evaluadas en dos profundidades. Periodo enero-mayo (A)
porcentaje de Colonizacion micorrizica y (B) de Densidad visual. Periodo junio-octubre
(C) porcentaje de Colonizacién micorrizica y (D) de Densidad visual. Las barras verticales

indican los intervalos de confianza para cada media (p<0,05).

En la época de junio a octubre (Figura 6C) correspondiente al periodo de lluvia, los
porcentajes de colonizacion micorrizica no presentaron diferencias estadisticas hasta
los 90 dias y los valores no sobrepasaron el 38%. A los 120 dias se presentaron
incrementos significativos de los valores de la variable con respecto a las anteriores
fechas de muestreo, pero sin sobrepasar el 50% de colonizacién micorrizica.

Al analizar los valores obtenidos de esta variable se puede explicar por la de un

crecimiento tipico microbiano definido por tres fases, que en el caso de los HMA se



describen de la siguiente manera: primero, una fase de adaptacion donde en el caso de
los HMA coincide con la fase parasitica y que en esta dinamica no se observo y debe
por tanto presentarse en etapas iniciales antes de los 30 dias. Luego una fase de
crecimiento exponencial en la cual comienza la produccion de arbusculos y el
intercambio de nutrimentos y finalmente una fase estacionaria en la que se mantienen
constantes los porcentajes de colonizacidén hasta el final del ciclo vegetativo; después
cesa el envio de fotosintatos al sistema radical y los HMA pasan a una fase de
esporulacion (Daniels y Trappe, 1980 y Fernandez y col., 2006).

Los valores alcanzados en los porcentajes de colonizacion fueron indicativos de una
micorrizacion adecuada de B. decumbens, al compararla con los resultados obtenidos
por Gonzalez y col. (2006) en condiciones de campo, en el mismo cultivo e inoculando
con igual cepa, en este trabajo se obtuvieron porcentajes de colonizacion del orden del
60%.

Este estimador del establecimiento micorrizico en las plantas mostré diferencias entre
las dos épocas de crecimiento de los canteros, con valores mayores de porcentajes de
Colonizacion en los meses de enero a mayo.

El aumento de la temperatura puede propiciar que el metabolismo de las plantas se
incremente (Abbot y Robson, 1991 y Garcia y Mendoza, 2008), lo que puede facilitar el
establecimiento y la funcionalidad de los endodfitos, debido principalmente, a la
disponibilidad de compuestos ricos en carbono (glucosa y fructosa) requeridos por los
HMA (Bago y col. 2000b).

Por otra parte, en este periodo (junio-octubre) también se encontraron los mayores
contenidos de fésforo en el analisis quimico inicial realizado al sustrato, a pesar de
haber empleado sustratos correspondientes a la misma fecha y area de extraccion, en
ambas épocas se deja clara la variabilidad existente en este material. En la literatura
pueden encontrarse numerosos autores que se refieren a la existencia de una relacion
inversa entre la disponibilidad de P en el suelo y el porcentaje de Colonizacion
micorrizica (Amijee y col., 1989; Mader y col,. 2000; Friberg, 2001; Curtis y Swift, 2004;
Ortas y Akpinar, 2006; Aguilera y col., 2007; Smith y Read, 2008). Precisamente los

valores de porcentaje de Colonizacién micorrizica encontrados en junio-octubre fueron



inferiores a los del periodo enero-mayo, lo cual puede ser explicado por alta
disponibilidad de P en el suelo (Ruiz, 2001).

También es conocido que el exceso de agua en el suelo afecta la respiracion radicular
por lo que deberia pensarse que también afecte la de su cosimbionte micorrizico, no
obstante, segun Augé (2004), en esta simbiosis las relaciones con el agua y las
propiedades de retencion de humedad de suelo son fendmenos pocos conocidos.

El porcentaje de Densidad visual es un estimador de la intensidad de la Colonizacion
en el interior del sistema radical. EI mismo reflej6 un comportamiento similar al del
porcentaje de Colonizacion en ambos periodos evaluados (Figura 6B y D). En el
periodo de enero a mayo esta variable mostré un crecimiento paulatino hasta los 60
dias y a partir de los 90 se observd un incremento exponencial que se mantuvo
constante hasta los 120 dias con valores de hasta 4.7%. Estos valores fueron
superiores a los alcanzados por Gonzalez y col. (2008), quien obtuvo 3.28% de
Densidad visual en B. decumbens inoculada con Glomus hoi-like.

La Densidad visual en el periodo de junio a octubre (Figura 6D) mostré un
comportamiento similar al del porcentaje de Colonizacién micorrizica (Figura 6C), en el
cual se obtuvieron diferencias significativas a los 120 dias.

Es interesante destacar que los porcentajes de Colonizacién micorrizica y de densidad
visual no mostraron diferencias significativas entre las profundidades estudiadas para
cada uno de los momentos de muestreo. El hecho de que las plantas micorrizadas
mantuvieron un porcentaje de Colonizacién micorrizica y Densidad visual relativamente
similares con independencia de la profundidad del muestreo (0-20 cm), podria estar
relacionado con que la micorrizacion es la respuesta de la planta a la inoculacién con
hongos micorrizicos y esta se expresa en todo el sistema radical con la misma
intensidad.

Estos resultados coinciden con los informados por Montilla (2002), en pastos, quien
tampoco obtuvo diferencias significativas entre los porcentajes de Colonizacion
micorrizica en las profundidades de 0-10 y 10-20 cm.

Resultados similares fueron propuestos por Covacevich y col. (2006), en trigo (Triticum

aestivum) y Mederos (2009), en Brachiaria decumbens inoculada con la misma cepa de



HMA, los cuales tampoco encontraron afectacion de la colonizacidon micorrizica por la
profundidad de muestreo.
Los resultados obtenidos se corroboran con los estudios realizados por Abbot y
Robson, (1991) y Pefia Venegas y col. (2007) quienes encontraron que la mayoria de
las esporas y la colonizacion micorrizica arbuscular se presentan en los primeros 20 cm
del suelo y van disminuyendo de forma exponencial con la profundidad. De forma
general se mostr6 un comportamiento similar del porcentaje de Colonizacion
micorrizica en canteros multiplicadores y en campo abierto segun los autores
anteriormente referidos, cuando se trabajdo en ambos casos hasta los 20 cm de
profundidad.
Es de destacar que los diferentes patrones de crecimiento de Brachiaria obtenidos en
cada periodo de siembra, se reflejaron en la dinamica de los contenidos de nutrientes y
en los porcentajes de colonizacion micorrizica, no obstante no estan claras las causas
de esta conducta.
Numero de esporas en la fase de cantero
Primeramente se definira la importancia del numero de submuestras por muestra
compuesta y después la profundidad, para a partir de ese momento simplificar la
informacion y estudiar la dinamica y el efecto del periodo de crecimiento sobre la
variable nimero de esporas.g™ de sustrato.

Influencia del numero de submuestras en la determinacién del Numero de

esporas
La tabla 6 muestra la influencia del numero de submuestras por muestra compuesta
sobre el NUmero de esporas.g™' de sustrato durante el periodo de enero a mayo, en
todos los momentos de muestreo y en las dos profundidades estudias, comparadas
como muestras relacionadas.
Los valores absolutos de los analisis realizados en las tablas 6 y 7 se encuentran en los
anexos.
La influencia del numero de submuestras por muestra compuesta, en ambas
profundidades, sobre el Numero de esporas en el periodo de enero—mayo, no mostro
diferencias estadisticas a los 30 dias, por lo que se puede inferir que en ese periodo de

desarrollo del cultivo es igual que se tome una muestra compuesta por tres o cinco



submuestras. Esto pudiera deberse a que en las etapas iniciales comienza la
produccién de nuevas esporas y los contenidos de estas en el sustrato son bajos, lo
cual hace que no se presenten diferencias significativas entre el numero de
submuestras, por lo que se recomienda no muestrear a los 30 dias.

Tabla 6: Influencia del numero de submuestras por muestra compuesta y momento de

muestreo en la determinacién del Niimero de esporas.g™ de suelo. Periodo enero-mayo.

Profundidad

Identificacion Dias de muestreo t
(cm)
, 0-10 0,434
30 dias 10-20 20,526
. 0-10 2,842*
relacion entre 5 y 3 60 dias 10-20 3,226
submuestras 90 dias 0-10 4,316
10-20 3,491*
, 0-10 1,545
120 dias 10-20 0,535

La prueba t para muestras pareadas se realizd con un intervalo de confianza de 95 %.

Los hongos micorrizicos presentan un modelo de crecimiento caracterizado por una
colonizacién intensa y acelerada del sistema radical en los primeros dias después de la
penetracion a las raices, produciendo estructuras de intercambio de nutrientes y de
almacén como arbusculos, vesiculas y células auxiliares; posteriormente y en conjunto
con el crecimiento y dispersion del micelio externo, comienzan a desarrollar las
estructuras reproductoras, en este caso las esporas, para asegurar su supervivencia y
distribucion.

Numerosos autores han caracterizado el comportamiento de la simbiosis micorrizica
arbuscular en condiciones in vitro para variadas especies de diferentes géneros, asi
como la capacidad productora de esporas, inherente a cada especie (Strullu y col.,
1997; Bago y col., 2000a; Bi y col., 2004; y de la Providencia y col., 2005).

A los 60 y 90 dias se observaron diferencias significativas entre el numero de
submuestras en las profundidades estudiadas, debido entre otros aspectos a que en
este periodo el Numero de esporas se incrementd paulatinamente, ademas de que la
distribucion espacial de las mismas no es homogénea y su produccién va dirigiéndose

a diferentes puntos en la amplia red de micelio externo.



Las estructuras similares a arbusculos o BAS (branching absorbing structures)
descritas por Bago y col. (2000a) relacionadas con la absorcion de nutrientes, estan
frecuentemente asociadas a numerosas esporas, contribuyendo a establecer un patrén
diferenciado de distribucién de las mismas dentro de la colonia.

A los 120 dias no se mostraron diferencias significativas, aunque la muestra compuesta
por 5 submuestras presenté el mayor valor de contenido de esporas, esta conducta
pudo ser consecuencia de un aumento de la variabilidad espacial de las mismas.

Este comportamiento ha sido poco tratado en la literatura y puede estar influenciado
por diferentes factores que actuan sobre la esporulacion, los cuales producen una
variabilidad en cuanto al numero de esporas en un espacio dado y en su distribucion en
la colonia. No obstante, en numerosas investigaciones realizadas en cultivos in vitro de
HMA en raices transformadas, sobre el desarrollo de la asociacion micorrizica, se han
podido observar con detalle diferentes aspectos, que no permiten las condiciones de
experimentacion in vivo, relacionados con el patron de distribucion del micelio y la falta
de homogeneidad en cuanto a la produccion de esporas (Fortin y col., 2002).

En los casos donde se mostraron diferencias estadisticas, la muestra compuesta por
cinco submuestras mostré6 siempre mayores valores de contenidos de esporas,
independientemente de que esta muestra compuesta es mas representativa del area
muestreada. Estos resultados contribuyen a optimizar una metodologia de muestreo
para un mejor control de calidad del funcionamiento micorrizico.

La tabla 7 muestra la influencia del numero de submuestras por muestras compuestas
sobre el Numero de esporas en todos los momentos de muestreo y en ambas
profundidades en el periodo de junio-octubre.

La relacion del Numero de esporas en las muestras compuestas por uno, tres y cinco
submuestras en los diferentes momentos de muestreo y en ambas profundidades en el
periodo de junio-octubre, mostré diferencias significativas entre las submuestras en
todos los momentos de muestreos. A los 60 dias se mostraron diferencias estadisticas
entre las combinaciones de las muestras compuestas por una, tres y cinco
submuestras en las dos profundidades estudiadas, excepto la relacién de la
submuestra cinco con la tres que no mostro diferencias significativas en la profundidad
de 10-20 cm.



Tabla 7: Influencia del numero de submuestras por muestra compuesta y momento de

muestreo en la determinacion del Numero de esporas.g” de sustrato. Periodo junio -

octubre.
Dias de T Profundidad
Identificacion t
muestreo (cm)
. 0-10 5,846*
relacion entre 5 y 1 submuestras 10-20 2,759
, y 0-10 2,740
60 dias relacion entre 5 y 3 submuestras 10-20 21,084
relacion entre 3 y 1 submuestras 0-10 31277
10-20 5,669*
- 0-10 5,023*
relacion entre 5y 1 submuestras 10-20 2416
= .. 0'10 3’056*
90 dias relacion entre 5 y 3 submuestras 10-20 1,034
relacion entre 3 y 1 submuestras 0-10 3,699"
10-20 0,775
relacion entre 5 y 1 submuestras 0-10 5,963"
) B 0-10 3,940*
120 dias relacion entre 5 y 3 submuestras 10-20 1728
B 0-10 5,097
relacion entre 3 y 1 submuestras 10-20 3,789*

La prueba t para muestras pareadas se realizd con un intervalo de confianza de 95 %.

A los 90 y 120 dias se encontraron diferencias entre las muestras compuestas por una,
tres y cinco submuestras, en este caso solo se expresaron los efectos significativos en
los primeros 10 cm de profundidad y unicamente en la relacion de la submuestra tres
con la uno se mostré diferencias estadisticas en la profundidad de 10-20 cm.
Quedando claro que independientemente de que el empleo de 5 submuestras por
muestra compuesta permitié detectar mayores contenidos de esporas que cuando se
utilizaron una y tres submuestras por muestra compuesta, ésta muestra fue mas
representativa del area muestreada.

De forma general en las dos épocas de crecimiento se encontré que los mayores
valores de Numero de esporas estuvieron asociados con el mayor numero de
submuestras por muestra compuesta. La influencia del numero de submuestras por
muestra compuesta fue evidente en los momentos de mayor produccion de esporas

coincidentes con el ultimo momento de muestreo y se explica con que los mayores



contenidos de esporas permiten que se manifiesten significativamente las diferencias
entre las muestras.
Los resultados muestran la importancia de definir un método de muestreo que tenga en
cuenta la propia variabilidad de los indicadores del comportamiento de la simbiosis y
sobre todo de la produccion de esporas, por poseer esta una mayor variabilidad
espacial que el porcentaje de Colonizacion. Téngase en cuenta ademas que el Numero
de esporas es el indicador mas importante en la valoracién de la calidad del inoculante
micorrizico, a partir de los métodos de determinacidén que se ejecutan en el laboratorio
de HMA del INCA.

Influencia de la profundidad sobre el Nimero de esporas
Una vez definido que el método de muestreo debe ser el de 5 submuestras por muestra
compuesta, se pasara a establecer la influencia de la profundidad sobre el Numero de
esporas, pero utilizando solo los datos correspondientes a 5 submuestras. Los datos
originales de los analisis realizados en las tablas 8 y 9 se encuentran en los anexos.
En el periodo de enero-mayo (Tabla 8) si bien los contenidos de esporas de 0-10 cm de
profundidad, siempre fueron mayores que los de 10-20 cm, no se mostré diferencias
significativas al 95% en ninguno de los momentos de muestreo, posiblemente asociado
a la variabilidad encontrada en este indicador de calidad.
Tabla 8: Analisis estadistico de esporas.g™ de sustrato para muestras relacionadas

en las dos profundidades y para la muestra compuesta por 5 submuestras. Periodo

enero-mayo.

Dias de

Identificacion t
muestreo
30 1,28
Relacién profundidad 60 0,50
0-10 cm y 10-20 cm 20 1,37
120 1,98

La prueba t para muestras pareadas se realizé con un intervalo de confianza de 95 %.

En el periodo de junio-octubre (Tabla 9) se alcanzaron en todos los momentos de
muestreo diferencias significativas, de forma tal que el Numero de esporas en la

profundidad de 0-10 cm fue siempre mayor que de 10-20 cm.



Tabla 9: Analisis estadistico de esporas.g”’ de sustrato para muestras relacionadas en

las dos profundidades y para la muestra compuesta por 5 submuestras. Periodo junio-

octubre.
Identificacién Dias de t
muestreo
Relacién profundidad gg 141’53(2*
0-10 cmy 10-20 cm 120 7,36*

La prueba t para muestras pareadas se realizé con un intervalo de confianza de 95 %.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Pattinsib y col. (1990), Seguel y col.
(2008) y Lovera Cuenca (2007), quienes plantearon que las principales fuentes de
in6culo de HMA estan ampliamente distribuidas en los 10 cm superficiales del suelo.
Castillo y col. (2006) también plantean que la cantidad de propagulos de HMA en el
suelo disminuye con la profundidad.
En el periodo de junio- octubre (Tabla 9) se presenté un incremento creciente de las
diferencias entre el Numero de esporas con la profundidad y con la edad de la planta.
A partir de estos resultados teniendo en cuenta la variabilidad del numero de esporas 'y
la influencia de la profundidad en la determinacién de esta variable, se recomienda
tomar la muestra compuesta en toda la profundidad (0-20 cm).
El analisis integral del numero de submuestras por muestra compuesta y la influencia
de la profundidad sobre el Numero de esporas, conlleva a que el método de muestreo
para determinar el contenido de esporas en cantero se debe realizar tomando 5
submuestras de 0-20 cm por muestra compuesta para canteros de 20 cm de
profundidad.

Dinamica del contenido de esporas en los dos ciclos de crecimiento
Una vez definida la metodologia de muestreo para determinar el Numero de esporas.g
! de suelo basada en la toma de 5 submuestras de 0-20 cm por muestra compuesta, se
procedid a estudiar la dinamica de producciéon de esporas en los dos periodos de
crecimiento. Para esto se estimaron los contenidos de esporas en la profundidad total
de 0-20 cm para muestras formadas por 5 submuestras en los diferentes momentos de

muestreo.



En ambos periodos (Figura 7A y B) el Numero de esporas obtenido mostré un
incremento en el tiempo, lo cual se encuentra asociado con el propio desarrollo de la

asociacion micorrizica y con el completamiento del ciclo de vida del hongo.
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Figura 7: Dinamica del Numero de esporas de la muestra compuesta por 5 submuestras
en toda la profundidad en los meses de enero a mayo (A) y de junio a octubre (B). Las
barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0,05).

En la figura 7A se muestra la dinamica del Numero de esporas del periodo de
crecimiento enero-mayo, el incremento de este indicador ocurrié lentamente hasta los
60 dias con la produccidbn de nuevas esporas. Posteriormente se refleja otro
incremento a los 90 dias y a los 120 dias se alcanzan los mayores valores con 39
esporas.g”’ de sustrato y estos fueron significativamente diferentes al resto de los
momentos de muestreo.

Este numero de esporas supera la cantidad de propagulos minimos requeridos por el
indculo comercial EcoMic® para tener una adecuada calidad, que se corresponde con
15-20 esporas. g ' de sustrato en cantero terminado.

En el periodo de enero- mayo (Figura 7A) la dinamica dejo claro que es importante
llevar el cantero hasta los 120 dias, para asegurar el cumplimiento del contenido de
esporas minimo requerido, ya que a los 90 dias apenas estos llegaron a las 20
esporas.g.



En el periodo de junio-octubre (Figura 7B) se encontré de forma similar un incremento
entre los diferentes momentos de muestreos, pero en este caso se alcanzaron
diferencias significativas entre los tres momentos de muestreo. Los valores alcanzados
a los 120 dias fueron de 108 esporas.g™' de sustrato.

Si bien en este periodo a los 60 dias se obtuvieron 30 esporas.g'1 de sustrato, los altos
valores alcanzados a los 120 dias sugieren la importancia de este momento para
obtener un magnifico inoculante y puede permitir disminuir dosis de aplicaciones para
cultivos con altos requerimientos de inoculante (Rivera y col., 2009).

Fernandez (2003b) plante6 que en condiciones de produccion de inoculantes
micorrizicos utilizando plantas trampas, los valores de esporas pueden duplicarse una
vez muerto el tejido vegetal ya que ocurre una translocacion de nutrientes desde las
raices hacia las hifas y éstas a su vez continuan formando nuevas esporas.

Teniendo en cuenta los intervalos de confianza al comparar los dos periodos de
muestreo estudiados se encontré que los valores de Numero de esporas fueron
estadisticamente superiores en el periodo junio-octubre con relacion a enero-mayo.
Segun Titus y col. (2002), las fluctuaciones en el numero de esporas de hongos
micorrizicos arbusculares podrian relacionarse con factores ambientales, estacionales
y del suelo que afectan a la esporulacion del hongo, ademas del ciclo de vida de la
planta huésped y de la fisiologia propia de la simbiosis.

Relacionado con la humedad, los datos en la literatura son contradictorios, ya que no
se ha observado una conducta clara que relacione la produccion de esporas de HMA
con los niveles de humedad del suelo o las inundaciones (Carvalho y col., 2001; Entry y
col., 2002).

Estos resultados concuerdan con lo planteado por Lovera y Cuenca (2007),
presentaron resultados relacionados con el desarrollo de la densidad de esporas en
condiciones nativas y si bien muestran valores bajos en la época lluviosa (julio),
presentan un numero de esporas aun menor en época poco lluviosa (enero), esto
podria estar asociado con la existencia de dos maximos de esporulacion, que se vieron
reflejados en el bioensayo como una mayor actividad micorrizica.

Camargo y Esperon (2005) también afirman que el numero total de esporas de HMA en

el suelo tiende a ser mayor durante la estacion de lluvias y menor durante la estacion



de seca. De forma similar Gonzalez y col. (2008) encontraron mayores contenidos de
esporas en la época lluviosa que en la época de seca, en plantaciones de Brachiaria
Mulato inoculadas con cepas eficientes. Independientemente de que el presente trabajo
se realiz6 en produccion de in6culo micorrizico y los autores mencionados
anteriormente trabajaron en cultivos inoculados con cepas de HMA, de forma general
se obtuvo en todos los casos un comportamiento del numero de esporas mayor en el
periodo lluvioso y menor en el periodo poco lluvioso.
En un estudio realizado en un cafetal joven, Fernandez y col. (1990) informaron
cambios en el numero de esporas a lo largo de las estaciones, que variaron
marcadamente con diferentes especies de hongos micorrizicos arbusculares.
Correlacion entre el Numero de esporas, la Colonizaciéon micorrizica y la
Masa seca radical
Las tablas 10 y 11 muestran la influencia del porcentaje de Colonizaciéon micorrizica y
la Masa seca radical total sobre la produccion de esporas en cada uno de los periodos

de crecimiento incluyendo todos los muestreos desde los 30 hasta los 120 dias.

Tabla 10: Correlaciéon entre las variables porcentaje de Colonizacién micorrizica, Masa

seca radical total y Nimero de esporas en el periodo enero- mayo.

Correlacion de Numero de Colonizacion Masa seca radical
Pearson esporas.g” micorrizica (%) (9)
Numero de esporas.g™ 1 0,628(*) 0,183
Colonizacion o .
micorrizica (%) 0,628(") ! 0,388(")
Masa seca radical (g) 0,183 0,388(™) 1

** La correlacion es significativa al nivel 0,01.

Valorando integralmente los dos periodos de crecimiento se encontré que las
asociaciones mas estables se obtuvieron entre el porcentaje de Colonizacion
micorrizica y el Numero de esporas, con coeficientes de correlacion de 0,5 a 0,6; los

que fueron estadisticamente significativos en cualquiera de los periodos de crecimiento.



Tabla 11: Correlaciéon entre las variables porcentaje de Colonizacién micorrizica, Masa

seca radical total y Nimero de esporas en el periodo junio- octubre.

Correlacion de Numero de Colonizacion Masa seca radical
Pearson esporas.g” micorrizica (%) (9)
Numero de esporas.g™ 1 0,523(*) 0,383(*)
Colonizacion o ok
micorrizica (%) 0,523() ! 0,568(")
Masa seca radical (g) 0,383(*) 0,568(™*) 1

** La correlacion es significativa al nivel 0,01.

En ambos casos, a medida que aumento el porcentaje de Colonizacion se incrementd
el Numero de esporas, aunque resulta interesante destacar que esta relacion positiva
entre ambos indicadores no siempre se comporta de igual modo. Segun Hayman y
Stovold, (1979), el numero de esporas de HMA del suelo no necesariamente refleja la
capacidad de colonizacion de estos hongos.

La conducta de la Masa seca radical varid con el periodo de crecimiento lo que es
explicable, al menos parcialmente, durante el periodo enero-mayo, en el cual el
crecimiento vegetativo acelerado de B. decumbens micorrizada no estuvo en
correspondencia con la produccién de esporas.

Este fenomeno pone de manifiesto el efecto de la etapa fisiolégica del cultivo sobre el
funcionamiento simbidtico, de forma tal que hay una disminucién del metabolismo de la
planta y del flujo de fotosintatos hacia las raices y por lo tanto, una disminucion en las
estructuras fungicas inherentes al intercambio, por lo que se incrementa la esporulacion
como mecanismo de supervivencia en la fase final del ciclo del cultivo (Fernandez y
col., 1990).

La relacion entre el porcentaje de Colonizacion y el Numero de esporas no es una
relacion sencilla y unica. En la literatura se plantean opiniones diversas como las de
Hayman y Stovold, (1979) quienes refieren que el numero de esporas de HMA
provenientes del suelo, no necesariamente esta reflejando la capacidad de colonizacion
de estos hongos, por lo que no es un buen indicador del comportamiento micorrizico,
sin embargo Rivera y col. (2009) dejan clara la necesidad de incluir la necesaria
esporulacion como un indicador a cumplir para la recomendacion de cepas eficientes

de HMA por tipo de suelo.



Dhillion y Anderson (1993), Camargo Ricalde y Dhillion, (2003) infieren que la
asociacion micorrizica puede variar a través del tiempo y del espacio, no encontrando
estos autores relaciones significativas entre el Numero de esporas de HMA vy la
Colonizacion micorrizica de la raiz.
Montilla y col. (2005), en plantas de cafeto, encontraron una relacion inversa entre las
variables que definen el comportamiento fungico (Densidad visual, porcentaje de
Colonizacion, Micelio extramatrico) y Numero de esporas.
Al analizar la relacion entre las variables Numero de esporas y Masa seca radical en el
periodo enero-mayo (Tabla 10) se observé que no existio correlacion entre ellas, lo cual
pudo estar influido porque para determinar la Masa seca radical en toda la profundidad
se tienen en cuenta gran cantidad de raices, incluyendo las mas gruesas, que no se
relacionan directamente ni con la formacion de esporas, ni con el porcentaje de
Colonizacion micorrizica.
En este experimento se encontrd relacion entre la Masa seca radical y las otras dos
variables en el periodo junio-octubre (Tabla 11). Esta diferencia debe ser una
consecuencia de los grandes contrastes existentes entre los indicadores de
crecimiento, el porcentaje de Colonizacion y la produccidon de esporas en ambos
periodos de crecimiento.
Estos resultados difieren con los informados por Allen y col. (2001) quienes evaluaron
la asociacion entre la Colonizacion micorrizica y el rendimiento o sus componentes en
frijol (Phaseolus vulgaris L.) y maiz (Zea mays). También Sylvia y col. (1993b)
realizaron trabajos similares en soya (Glycine max L. Merr); en general todos
encontraron que la Colonizacion micorrizica no correlacioné con el Rendimiento y la
Biomasa, aunque ciertamente no trabajaron en canteros inoculados con cepas
eficientes y tuvieron presente la micorrizacién nativa.

Variabilidad espacial del Numero de esporas dentro y entre los canteros

para cada periodo de crecimiento
En las figuras 8 y 9 se presenta una estimacion de la variabilidad del numero de
esporas.g”’ en funcién de la longitud del cantero. La estimacion de los diferentes
contenidos de esporas en funcion de la longitud de cada cantero, para ambos periodos

de crecimiento, responde a la variabilidad de este indicador dentro del cantero. La



comparacion entre las medias de cada cantero es una medida de la variabilidad entre
ellos.

En ambas figuras se puede observar una elevada variabilidad del Numero de esporas
dentro de los canteros en ambos periodos. Se mostré un patrén muy similar entre los
dos canteros sembrados en cada periodo. Se observd que los valores individuales se
encontraron en un rango aproximado al +50% del valor promedio para cada cantero,
conducta que se produjo en cada periodo de crecimiento.

Se corrobora que las medias de los contenidos de esporas.g™, en los dos canteros y en
cada época alcanzaron valores similares, esto demuestra que la tecnologia
desarrollada presenta repetitividad. En el periodo de enero a mayo se alcanzaron de 42
esporas.g” en el cantero C5 y 41 esporas.g” en el cantero C6, para 1% de variacién
con relacion al valor promedio de ambos. En el periodo de junio a octubre el cantero B5
mostré un valor medio de 108 esporas.g™” y B6 reveld 123 esporas.g”’ para un 6% de
variacion con relacién al valor promedio de ambos, lo cual indicé una alta
reproducibilidad de los resultados en los dos canteros evaluados en cada periodo.

En ambos periodos (Figuras 8 y 9), se presentdé una elevada variabilidad en los
contenidos de esporas a lo largo del cantero, lo que ratifica la gran variabilidad de
esporas a la que se habia hecho referencia anteriormente.

Los mayores valores de esporas asociadas con el periodo junio-octubre discutidos en
el tépico anterior y la variabilidad encontrada en este reafirman los resultados

anteriormente planteados.

160 -
@ 140 | CV (Cantero C5)= 16,58
(2]
g 120 - CV (Cantero C6)= 13,98
§ 100
P 80 - . .
o 60 - . 2 [ ] A A A =
) 40 i A = A
§ 20 - = A g m A =
Z 0 T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Muestras

A CanteroC5 m CanteroC6
Media cantero C 6

—— Media cantero C5

Figura 8: Variabilidad del Numero de esporas dentro y entre canteros en el periodo de
enero a mayo



160 -

o 140 - i " CV (Cantero B5)=17,88
o = A
s 1200 S L CV (Cantero B6)=20,92
2 100 | 2 = A
o A
e 80 - a R
s 60 -
g 40 |
; 20
0 T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A CanteroB5 m CanteroB6 Muestras

= Media cantero B5 —— Media cantero B6

Figura 9: Variabilidad del numero de esporas dentro y entre canteros en el periodo de
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Cuando las muestras se agruparon en funcion del método de muestreo implementado
de subdividir el cantero en 3 partes iguales (Figura 10A, B, C, D), la variabilidad entre
las partes del cada cantero, estimada mediante la comparacién con el valor promedio
de cada cantero, disminuyd apreciablemente, lo que indica que este método de
muestreo fue satisfactorio como enfoque para evaluar los contenidos de esporas en los
canteros.

El hecho de que la reagrupacion de los contenidos de esporas obtenidos en las 3
partes de cada cantero disminuyo fuertemente la estimacion de la variabilidad dentro
de los mismos, fue una consecuencia de que la variabilidad en la longitud del cantero
no presentd un sesgo definido en cuanto a la ubicacion de la muestra compuesta en el
cantero ya que en cinco m los valores de Numero de esporas aumentan y disminuyen y
se alcanza un valor promedio que no difiere significativamente del encontrado en los
otros cuadrantes y en el cantero en general. Esto sugiere que es una caracteristica de
la variable dada por su complejidad bioldgica.

La variabilidad del contenido de esporas de HMA dentro del cantero resulté ser mayor
que entre ellos, esto ocurre producto a los patrones de la esporulacién, los cuales
pueden variar debido a muchos factores (Mosse y Bowen 1968; Dhillion y Anderson
1993; Dhillion y col., 1994; Jacobson, 1997).
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La existencia y funcionalidad ecoldgica de los HMA, varia con relacion a la variabilidad
estacional, de esta manera la vegetacion existente y la variacion estacional, son
factores determinantes en la presencia de hongos (Tapia, 2003).

Algunos estudios han determinado que la distribucién, actividad y supervivencia de los
HMA puede ser influenciada por varios factores, asi como por procesos bioldgicos,
fisicos y quimicos del suelo como son la fertilidad y la humedad (Anderson y col. 1984),
la profundidad (Virginia y col. 1986), el movimiento fisico y la saturacién de agua (Miller,
2000) y el pH (Green y col. 1976; Mendoza y col. 2002; Escudero y Mendoza, 2005).
También influyen la temperatura, la intensidad de luz, la susceptibilidad fenolégica de

las plantas y las variaciones fenoldgicas de los HMA (Sylvia y col., 1993).



Los resultados anteriores relacionados con la similitud en los contenidos de esporas en
los canteros sembrados en la misma época, asi como la forma de adquirir la muestra
en todo el cantero para reflejar la dinamica de esporas, son indicativos de una
adecuada reproducibilidad del proceso de produccion.

Tratando de encontrarle una causa a la variabilidad encontrada en el numero de
esporas dentro de los canteros se relaciond la variabilidad existente en la produccion
de esporas con la variabilidad presente en los contenidos quimicos del sustrato.

Las tablas 12 y 13 muestran la variabilidad longitudinal existente en la produccién de
esporas, asi como la variabilidad longitudinal presente en los contenidos quimicos del
sustrato. De forma general, se encontré que los valores promedios de esporas.g en
ambos canteros fueron similares, conducta anteriormente encontrada en canteros que
se sembraron en épocas similares.

La variabilidad longitudinal del Numero de esporas fue apreciable, con resultados muy
similares en ambos canteros. Los mayores valores se encontraron en el cantero B3.

En relacion con los indicadores quimicos el porcentaje de materia organica fue el
indicador quimico que mayor variabilidad longitudinal presentdé dentro del cantero,
posiblemente asociado a la extraccion superficial del material arcilloso del lugar de
origen. El contenido de Mg intercambiable también presenté una importante
variabilidad. Desde el punto de vista de diferencias en los contenidos de los indicadores
quimicos entre canteros, la mayor diferencia se establecié entre los contenidos de
fésforo.

Las diferencias encontradas en cuanto al porcentaje de materia organica, el contenido
de Mg y el fosforo disponible entre los canteros (Tabla 12), fueron indicativos de que
existe variabilidad en el material arcilloso, aun cuando corresponde al mismo sitio y

momento de extraccion.



Tabla 12: Variabilidad espacial de las esporas.g™ y de algunos indicadores quimicos del

sustrato en dos canteros de produccion a los 120 dias

Distancia a la

cual se tomaron Na K Ca Mg

Esporas.g” P MO H
Canteros las muestras degustra%o (opm) (%) |_‘|)20
del borde del (cmol. kg'1)
cantero
1,56m 71 0,17 0,32 40,0 2,5 35 061 7,3
3,0m 129 0,19 0,21 37,5 2,2 32 094 7.2
45m 54 0,11 0,31 37,5 1,5 40 044 7,3
6,0m 55 0,08 0,32 37,5 3,5 31 061 7,3
7.5m 43 0,13 0,39 32,5 8,5 39 061 7,3
B3 9,0m 63 0,13 0,33 37,5 2,5 30 441 7.3
10,5 m 49 0,08 0,35 37,5 2,5 35 415 7.2
12,0 m 56 0,11 0,31 37,5 5,0 29 040 7,2
13,5 m 114 0,11 0,26 39,0 2,5 45 061 7,2
14,5 m 54 0,11 0,29 35,2 2,0 36 325 7,3
Media 69 0,12 0,31 37,2 3,3 35,2 16 7,3
CcV 40 274 15,0 5,2 60,1 136 97,2 0,7
1,5m 77 0,11 0,22 38,5 2,6 67 3,09 7.3
3,0m 76 0,11 0,23 35,0 1,0 73 205 7,3
45m 40 0,13 0,25 38,5 3,0 53 209 7.2
6,0m 72 0,13 0,25 35,0 7,0 62 16 7,2
75m 48 0,13 0,31 33,7 6,3 62 226 7,2
B4 9,0m 59 0,11 0,36 37,0 5,5 57 0,78 7,2
10,5 m 78 0,11 0,25 36,2 3,8 90 309 7.2
12,0 m 72 0,11 0,29 41,0 2,1 54 1,94 7,3
13,5 m 47 0,173 0,33 35,0 6,5 60 110 7,3
14,5 m 62 0,15 0,31 35,0 6,0 57 226 7,2
Media 57 0,12 0,28 36,2 4,4 63,5 30 7.2
CcV 37 10,9 15,8 5,9 464 16,6 90,7 07

Los analisis de Correlacion realizados entre la cantidad de esporas y algunos
indicadores quimicos revelaron resultados poco significativos (Tabla 13) y con muy
bajos coeficientes de correlacion. La correlacion obtenida con el Mg intercambiable se
encontréo en condiciones de mediana homogenidad de este nutriente en el cantero
(Tabla 12); ya que no fue el indicador que mayor coeficiente de variacion mostro.
Poniendo en duda cualquier interpretacion sobre la influencia de la variabilidad de los
indicadores quimicos sobre la variabilidad longitudinal encontrada en la produccion de
esporas. Se mostré que en este caso, no parece ser la variabilidad en los indicadores
de fertilidad quimica la causa de la variabilidad en el niumero de esporas dentro del

cantero.



Tabla 13: Coeficiente de correlacion lineal entre las esporas.g” e indicadores de

fertilidad quimica

Na K Ca Mg P M.O pH

Esporas. g N
de sustrato -0,531  -0,121 0,329 -0,463(*) 0,420 -0,049 0,444

* La correlacion es significativa al nivel 0,05.

Una vez establecida la variabilidad longitudinal dentro de los cantero como una
conducta generalizada ya que se encontrd en los 6 canteros muestreados (B5, B6, C5,
C6, B3 y B4) en diferentes momentos y siguiendo un comportamiento similar en
cualquiera de ellos, y al no encontrarse relaciones de dependencia entre ésta y la
variabilidad de los indicadores quimicos del sustrato, se considera que la variabilidad
longitudinal de las esporas debe ser una consecuencia de la variabilidad espacial de la
esporulacion como proceso biolégico producto de la interaccién con el medio a nivel de
micrositio o0 una representaciéon de ambos.

Lo anterior obliga a minimizar esta variabilidad en la fase o etapas posteriores del
proceso de produccién como la del secado. Esta puede disminuirse homogenizando
sistematicamente el producto en elaboracion en esta area, para que se alcancen

contenidos homogéneos de esporas en el producto final envasado.

4. 2 Experimento 2. Influencia del periodo de secado y del molinado sobre el
numero de esporas del inoculante

La etapa final del proceso de produccion del EcoMic® consta del proceso de secado y
posteriormente del molinado y envasado.

En este proceso se debe homogenizar sistematicamente el sustrato, siendo esta una
actividad importante teniendo en cuenta la variabilidad anteriormente presentada
(Figuras 8 y 9 y Tabla 12).

En la tabla 14 se presentan los porcentajes de Humedad encontrados al concluir el
proceso de secado del material proveniente de los canteros del experimento 1 (C5, C6,
B5 y B6).



Tabla 14: Porcentajes de Humedad promedio en canteros al concluir el periodo de

secado (15 dias)

Periodo de crecimiento en Porcentaje de humedad (%)

Cuartones
cantero en area de secado
1y 2 Cantero C5 Enero- Mayo 10,5
3y 4 Cantero C6 Enero-Mayo 10,6
1y 2 Cantero B5 Junio-Octubre 11,4
3y 4 Cantero B6 Junio-Octubre 12,25

Los porcentajes de Humedad se encuentran por debajo de 13 %, que es la humedad
minima que se debe permitir para garantizar un proceso adecuado de molinado segun
la metodologia descrita por Paneque y col. (2004).

Se encontro una ligera influencia de la época de crecimiento, en correspondencia con
las precipitaciones existentes en la etapa final del proceso en la fase de cantero, asi
como con la humedad relativa en el periodo de secado, lo cual explica los menores
porcentajes de Humedad alcanzados en los canteros C5 y C6 en comparacion con B5
y B6.

En la tabla 15 se muestra la influencia de los diferentes periodos de secado (5 y 15
dias) y del molinado sobre el Numero de esporas en sustratos correspondientes a los
diferentes canteros.

La influencia de los periodos de secado sobre los contenidos de esporas mostré un
efecto negativo ligero, el que no fue significativo en las muestras de los canteros C5 y
C6 cuya disminucion fue como promedio del orden del 10 %, mientras que en los
canteros B5 y B6 la reduccion fue significativa y del orden del 20 %.

En la etapa de secado ocurren varios procesos que pueden producir un incremento
relativo del Numero de esporas, como la disminucion de la humedad del material y la
terminacion o maduracion del proceso de esporulacion. Sin embargo, en este caso

ocurrio una disminucion correspondiente al 20%.



Tabla 15: Influencia del periodo de secado y del molinado sobre el Numero de esporas

en cada cantero.

Numero de esporas.g” en el : 1
Numero de esporas.g

Canteros periodo de secado
en la etapa de Molinado
5 (dias) 15(dias)
C5 32 32 (0 %) 28 (12%)
Cé6 45 39 (13%) 35 (11%)
BS 66 52 (21%) 24 (54%)
B6 78 63 (20%) 29 (54%)

Canteros  t (5 dias-15 dias) ¢ (15-molinado)  t (5 dias — molinado)

C5 n.s n.s n.s
C6 n.s n.s n.s
BS * * *
B6 n.s * *

La prueba t para muestras pareadas se realizé con un intervalo de confianza de 95 %.
Nota: Los valores que se encuentran entre paréntesis son las pérdidas del numero de esporas en el

periodo de secado y después de molinado.

Se considera que esta respuesta pudo estar relacionada con el hecho de que la
cubierta del area de secado permitié la incidencia de rayos solares sobre el material
puesto a secar y teniendo en cuenta que las radiaciones ultravioletas tienen un efecto
negativo sobre la viabilidad y sobrevivencia de las esporas (Fernandez, 1999a), pues
en este caso en el proceso de secado se dieron condiciones propicias para la
disminucion los contenidos de esporas.

La influencia del molinado presenté valores aceptables de disminucion de las esporas
del orden del 18% al compararla con los contenidos de esporas a los 15 dias en los
canteros C5 y C6, lo cual es explicable por las pérdidas que ocurren debido al golpeo
de los martillos sobre las esporas; la informacién obtenida esta dentro de los
parametros de pérdidas del 30% que existen actualmente. Sin embargo, fueron altos en
los canteros B5 y B6 donde el 63 % de las esporas se perdio. La magnitud de esta

disminucion estuvo muy por encima del 30%, que se ha encontrado en el proceso de



molinado en otros momentos (datos no publicados) y se puede explicar debido a que el
periodo de secado en los canteros B5 y B6 fue de varios meses, pues el molino no
estaba funcionando y la incidencia directa de los rayos solares sobre el producto por un
periodo prolongado, influy6 en los bajos valores obtenidos.
A pesar de los altos porcentajes de pérdida que se alcanzaron, se garantizaron
contenidos superiores a 20 esporas.g” (entre 23 y 35 esporas), en cualquiera de los
casos estudiados, debido a la alta calidad del producto que se obtuvo en la fase de
cantero, lo que avala la eficiencia del proceso de produccion de EcoMic®, sobre todo lo
referente a efectividad de la cepa G.hoi-like en un sustrato adecuado para garantizar
una alta esporulacién. El sustrato utilizado actualmente fue uno de los mas adecuados
para reproducir esta cepa, segun los resultados obtenidos por Mederos, (2009).

4.2.1 Evaluacion del numero de sacos a muestrear por canteros
Este ensayo se realizd con el propdsito de establecer cual es el menor numero de
sacos a muestrear para obtener el error maximo permisible en la determinacion del
Numero de esporas en producto terminado y envasado para evitar que algun saco
tenga un contenido de esporas por debajo del estandar de calidad ya definido de 20
esporas.g.
El material molinado que se analizé pertenecia a los canteros A3 y A4 con fecha de
siembre de agosto del 2008. El valor promedio de esporas.g” de inoculante en los 40
sacos muestreados fue de 31 esporas.g”, superior al minimo de 20 esporas.g”
establecido para evaluar la calidad de un inoculante.
En la tabla 16 se muestra el numero de sacos de producto molinado que fueron
necesarios muestrear para obtener diferentes precisiones.
Se obtuvo que para un error de +2 esporas.g'1 se deben muestrear 50 sacos, para un
error de =3 esporas.g'1 se deben muestrear 22 sacos, para un error de +4 esporas.g'1
se deben muestrear 12 sacos y con un error de +5 esporas.g” se deben muestrear 8
sacos. En todos los casos los sacos muestreados corresponden a un total de 150, que
es la cantidad que aproximadamente tiene un cantero de 15 m de largo equivalente a

3.0 t de producto molinado.



Tabla 16: Numero de sacos a muestrear por canteros en funcion de diferentes

precisiones (esporas.g” de inoculante)

Sacos
Error minimo permisible en la estimacion n (tamafo de la muestreados
del Numero de esporas. g™ de inoculante muestra) por canteros
(%)
12 50 33
3 22 15
4 12 8
5 8 5

CV (Numero de esporas. g de los 40 sacos muestreados)= 22,5

Después de analizar los resultados de este ensayo se propone recomendar el
muestreo de 12 sacos por cantero para estimar el contenido promedio de esporas por
saco, con un error maximo permisible de +4 esporas.g'1 de inoculante, teniendo en
cuenta que el nimero de esporas presenta un valor promedio de 31 esporas.g™. En la
practica 12 sacos (240 kg) por cantero de 15 m de largo, corresponde
aproximadamente al 8,0 % de los sacos molinados por canteros, siendo por tanto esta
evaluacion una necesidad a estudiar en el control de calidad del proceso de produccion
de EcoMic®.

4.3 Experimento 3. Implementacion del proceso de control y analisis de cada uno
de los canteros de la planta de produccion de EcoMic®

En la tabla 17 se muestran los valores de Numero de esporas y porcentajes de
Colonizacion micorrizica en varios de los canteros establecidos en la planta de
produccion.

Si bien, en los canteros se manejaron dos especies de Brachiaria parece que la
influencia de las mismas no fue determinante sobre el Numero de esporas. De forma
general, en todos los canteros existio un incremento en el Numero de esporas con la
edad del cultivo, alcanzandose los mayores valores a los 120 dias. Sin embargo, al
analizar el comportamiento de esta variable en los diferentes momentos de muestreo

se encontrd, que a los 90 dias en la época lluviosa y de altas temperaturas, se



superaban los valores minimos requeridos para un inoculante micorrizico con calidad.
De esto se infiere que, teniendo en cuenta los valores de Numero de esporas
encontrados a los 90 dias en la planta de EcoMic®, se puede acortar el ciclo de
obtencion de un indculo de alta calidad en 30 dias, en esta época del afio, bajo estas
condiciones. En la época poco lluviosa y de bajas temperaturas se hace necesario
dejar que el ciclo de obtencion de indculo sea a los 120 dias, ya que en este momento
fue cuando el numero esporas super6 el minimo establecido para que el in6culo final
presente la calidad requerida.

Tabla 17: Comportamiento del Numero de esporas y porcentaje de Colonizacion

micorrizica en canteros de la planta de EcoMic®, 2008-2009.

Numero de esporas.g”' de sustrato Porcentajes de
- Fecha de Colonizacién
Epocas  Canteros giembra 60 dias 90 dias 120 dias  micorrizica (%) a los
120 dias
Enero
, C5(Bd) 2008 10 25 28 63
Epoca poco
posae c6(B.d) ooy 10 25 35 43
lluviosa y de -
B1 Noviembre 58
bajas (B.h.c.m) 2008 9 17 35
B2 Noviembre
temperaturas o\ © 2008 11 17 37 56
X 10 21 34+4 55
B3 Marzo
Epoca (Bhcm) 2009 25 48 96 54
B4 Marzo
intermedia (B.h.c.m) 2009 22 32 43 56
X 24 40 69 * 6 55
B5 (B.d)  Junio 2008 23 45 57 53
Epoca lluviosa B6 (B.d) Junio 2008 31 45 55 53
y de altas A3 Agosto
t t (Bhcm) 2008 45 53 62 58
emperaturas AL Agosto
(B.h.c.m) 2008 51 80 79 56
X 37 56 63 11 55

Leyenda: B.d.: Brachiaria decumbens y B.h.c.m.: Brachiaria hibrido cultivar mulato

Los canteros sembrados en la época seca presentaron contenidos de esporas menores
que en la época intermedia y lluviosa; estas dos ultimas no mostraron diferencias

significativas entre ellas, pero si con la primera. En todos los casos los contenidos de



esporas fueron adecuados; aun considerando un 30% de pérdidas en la fase de
secado y molinado, se garantizan contenidos muy superiores a las 20 esporas.g”' para
este tipo de molinado.

El nimero de esporas.g” de inoculante, a los 120 dias, en la época seca, alcanzd
valores desde 28 hasta 37, en la intermedia desde 42 hasta 95 y en la época lluviosa
se encontraron valores desde 55 hasta 79.

La informacion obtenida sobre la evaluacion de los contenidos de esporas.g™ permite
plantear que el contenido minimo a alcanzar con la tecnologia EcoMic® y con la cepa
G.hoi-like pudiera ser de hasta 30 esporas.g'1 como indicador del proceso en cantero
terminado para ciclos de 120 dias y utilizando arcilla con las caracteristicas indicadas
por Rivera y col., (2009).

Los datos presentados en este trabajo (Tabla 17) sobre el numero de esporas en
cantero terminado han sido similares a los obtenidos en las plantas de EcoMic®
correspondientes a México y Bolivia, también utilizando G. hoi — like.

Los porcentajes de Colonizacion micorrizica también presentaron una dinamica de
incremento con la fecha de muestreo, con nitidos incrementos entre 60 y 90 dias.
Después de los 90 dias los porcentajes en algunos casos se incrementaron, sobre todo
cuando a los 90 dias se encontraban aun cercanos a 40% (datos no mostrados), o
disminuyeron cuando ya a los 90 dias presentaron valores cercanos al 60%, esto pudo
estar asociado a la disminucién del riego que se provocé a partir de los 90 dias y cuyo
efecto negativo sobre el porcentaje de Colonizacién fue mas pronunciado en el periodo
de enero a mayo. No obstante, no se mostraron diferencias estadisticas en los
porcentajes de Colonizacién micorrizica en las diferentes épocas de muestreo.
Teniendo en cuenta las variaciones de los contenidos quimicos del sustrato en los
diferentes canteros evaluados y la influencia de la época de siembra, se realizé6 una
correlacion entre los contenidos quimicos del sustrato, la Temperatura del aire
promedio en el periodo de crecimiento del cultivo y el Numero de esporas (Tabla 18).
Este analisis se realiz6 con el objetivo de lograr establecer si las diferencias en los
contenidos de esporas asociado con la época de siembra, estuvieron influenciada por

la variacion de los indicadores quimicos de la arcilla.



En relacion con los contenidos de suelo solo se encontr6é (Tabla 18) una correlacion
significativa entre el Numero de esporas y el porcentaje de materia organica, no
obstante el coeficiente de correlacion es bajo lo que es indicativo de una baja
probabilidad de que las variaciones en la materia organica expliquen los diferentes
valores de esporas en las tres épocas.

Tabla 18: Correlacion entre el Numero de esporas, algunos indicadores quimicos del

sustrato y la Temperatura de aire promedio en canteros de la planta de EcoMic®, 2008-
2009.

Temperatura
Na K Ca Mg P M.O pH del aire
Numero de .
- promedio
esporas.g
de sustrato (cmol. kg™ (ppm) (%) H,O (°c)

0,201 -0,182 0,222 0,075 -0,059 -0,441(*) -0,169 0,814(*)

* La correlacion es significante al nivel 0,05

** La correlacion es significante al nivel 0,01

En la tabla 18 se muestra que existio una correlacién altamente significativa entre el
Numero de esporas y las Temperaturas registradas en cada época, presentandose un
elevado coeficiente de correlacién e indicando que efectivamente la época, a través de
la temperatura es un factor determinante en la produccion de esporas en el proceso de
produccién de EcoMic®.

Camargo y col. (2002) y Camargo y Dhillion, (2003), en épocas similares sefialan que
el numero total de esporas de HMA del suelo tiende a ser mayor durante el periodo
lluvioso y menor durante la estacion de sequia.

Estudios posteriores Camargo y Esperdn, (2005) relacionan el numero de esporas de
HMA del suelo con los datos de temperatura ambiental y precipitacion media mensual
registrados y se observo que durante la estacion de lluvias se presenta el mayor
numero de esporas de HMA y durante la estacion con menor precipitacion se registro el
menor numero de esporas de HMA, estos resultados coinciden con los obtenidos en el

presente trabajo.



4.4 Metodologia de muestreo propuesta en las diferentes fases del proceso de

produccion de EcoMic®

e Modo de realizar el muestreo para determinar el NUmero de esporas en la fase de
cantero:

Dividir el cantero en tres partes de 5 m cada una y tomar una muestra compuesta por 5

submuestras en cada parte del cantero, en toda la profundidad. Realizaria muestreo a

los 90 dias de sembrado el cantero. Identificar las muestras y enviarlas al laboratorio de

control de calidad de HMA.

e Modo de realizar el muestreo para determinar el porcentaje de Colonizacion
micorrizica en la fase de cantero:

Extraer cinco plantas representativas en cada seccion del cantero efectuando un

moteado de 5 cm alrededor del tallo para realizar una adecuada extraccién de las

raices. Realizara muestreo a los 60, 90 y 120 dias de sembrado el cantero. Identificar

las muestras y enviarlas al laboratorio de control de calidad de HMA.

o Modo de realizar el muestreo para determinar la calidad del producto terminado:

Muestrear 12 sacos por cantero para un error maximo permisible de 4 esporas.g'1 de

inoculante en canteros de 15m. Se tomara una muestra compuesta por 10 submuestras

en cada saco muestreado



V- CONCLUSIONES

1. La profundidad del muestreo influyd significativamente sobre la produccién
de esporas, pero no sobre el porcentaje de Colonizacion micorrizica.

2. Resulta adecuado para estimar el Numero de esporas en la etapa de
cantero, dividir el cantero en tres partes iguales y tomar en cada una de ellas
muestras compuestas por 5 submuestras en la profundidad de 0-20 cm.

3. Se obtuvo una adecuada correspondencia en los contenidos promedios de
esporas.g”’ de sustrato entre los canteros sembrados y manejados durante el
mismo periodo.

4. Se encontré un efecto significativo de la época de establecimiento de los
canteros sobre la produccion de esporas, obteniéndose un mayor numero de
esporas en la época lluviosa y con altas temperaturas del orden de 65
esporas.g'1, superiores a los 34 esporas.g'1 obtenidos en la época de bajas
temperaturas, pero en cualquier caso siempre por encima del minimo
establecido de 20 esporas. g™ de sustrato.

5. Se encontr6 que para garantizar una precision de 4 esporas. g'1 de
inoculante en el producto molinado, se deben muestrear el 8% de los sacos

molinados por canteros de 15 m largo.



VI- RECOMENDACIONES

» Para realizar el control de calidad de los canteros de la Planta de produccién de
EcoMic® dividir el cantero en tres partes iguales y tomar en cada una de ellas
muestras compuestas por 5 submuestras en la profundidad de 0-20 cm.

» Profundizar en el estudio de la influencia de la fecha de siembra y el periodo de
crecimiento del cantero sobre los contenidos de esporas.

» Repetir los trabajos encaminados a evaluar la influencia del periodo de secado
en los contenidos de esporas, dejando claro que se ejecuten al menos en las

dos épocas de trabajo estudiadas.
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