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COMPORTAMIENTO DE LA VARIABILIDAD LONGITUDINAL

DEL NUMERO DE ESPORAS DE Glomus hoi-like INOCULADO
EN Brachiaria decumbens EN DOS PERIODOS DIFERENTES

Behavior of longitudinal variability to sporesnumber
of Glomushoi-likeinoculated with Brachiaria decumbens
intwodifferent periods

Bannie Vazquez Del Llano®, Ramdn Rivera Espinosa
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ABSTRACT. Inorder to determinethe behavior of longitudinal
variability in the number of spores of arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) Glomus hoi-like in beds, using Brachiaria
decumbens as atrap plant, astudy was performed. To comply
withit, thecrop wasinoculated with Glomushoi-like INCAM-4),
provided by the AMF strain collection of INCA, on a clay
substrate. Samplings were conducted at 60, 90 and 120 days
after seed germination in which the bedswere subdivided into
three equal parts and took asample of five sub-samplesinthe
depth of 0-20 cm, determined the number of spores. To
determine the spatial variability in the number of sporesin a
sampl e beds composed of three sub-samplesevery 1.5malong
the plant, each sample was tested for the number of spores
and the contents of some chemical indicators substrate. A
correlation between the number of spores and chemical
indicators of the substrate were mode. The number of spores
in both periods was increasing with time and showed a high
variability throughout the bed. The highest production of
spores were found in the period from June to October. The
correlation between the amount of spores and chemical
indicators showed poor results with very low correlation
coefficients, which showed that these indicators are not
responsible for the variability the spore production.
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RESUMEN. Con el objetivo dedeterminar € comportamiento
delavariabilidad longitudina del nimero de esporas del hongo
micorrizico arbuscular (HMA) Glomus hoi-like en canteros,
utilizando Brachiaria decumbens como planta hospedera, se
realiz6 este estudio. Paradar cumplimiento al mismo, seinocul &
€ cultivo conlacepaGlomushoi-like (INCAM-4), suministrado
por el cepario de HMA del INCA, sobre un sustrato arcill oso.
Paraevaluar e comportamiento del niimero de esporasen ambos
periodos, se realizaron muestreos a los 60, 90 y 120 dias de
germinadas las semillas, donde se tomaron tres muestras
compuestas en la profundidad de 0-20 cm, en cada cantero.
Paradeterminar lavariabilidad espacia del nimero de esporas
en los canteros se tomo una muestra compuesta por tres
submuestrascada 1,5m, alolargo del cantero. A cadamuestra
se le determind el nimero de esporas y los contenidos de
algunos indicadores quimicos del sustrato. Se realiz6 una
correlacion entre el nimero de esporas y 1os indicadores
quimicosde sustrato. El nimero de esporas en ambos periodos
fue aumentando con el tiempo y presentd una elevada
variabilidad alo largo del cantero. La mayor produccion de
esporassepresentd end periodo dejunioaoctubre. Lacorrelacion
entre la cantidad de esporas y algunos indicadores quimicos
revelaron resultados poco significativos y con muy bajos
coeficientes de correlacion, lo cual demostré en este caso que
estos indicadores no son los responsables de la variabilidad
de la produccion de esporas.

Palabras clave: hongos, micorrizas arbusculares,
esporas fungicas, produccion

INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son
microorganismos simbiontes pertenecientes al phylum
Glomeromycota (1) que establecen una asociacién
mutualista y benéfica con las plantas. Es la simbiosis
mas extendida sobre el planeta, no solo por su distribucion,
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sino porque se establece con mas del 90 % de las plantas
terrestres (2). Su distribucion esta influenciada por
aspectos ecolégicos relacionados con el clima y las
caracteristicas del suelo (3).

Los HMA contribuyen de forma eficiente a la
supervivenciay 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 téxicos y los patdégenos (4). Por los
beneficios que le brindan estos hongos a la mayoria de
los cultivos y porque conservan el medioambiente, son
muy importantes al actuar como biofertilizantes (5).

Entre los propagulos que contienen los biofertilizantes
micorrizicos se encuentran las esporas, las hifas y las
raices micorrizadas. Las comunidades de HMA presentan
diferencias en la produccién de esporas y funciones
correlacionadas con el ambiente (6).

Existen grandes variaciones en las estimaciones
resultantes de algunos estudios enfocados a determinar
el nimero de esporas de HMA en el suelo de ecosistemas
aridos y semiaridos (7). Al respecto, se sugiere que estas
diferencias numéricas pueden estar ligadas con factores
ambientales y edaficos; asi como a factores estacionales
de la esporulacién de estos hongos en relacion con la
especie vegetal hospedera.

De ahi laimportancia de continuar realizando estudios
sobre el ciclo de vida de los HMA a través de la dinamica
poblacional de los mismos, principalmente de sus esporas.
El objetivo de este estudio fue evaluar el comportamiento de la
variabilidad longitudinal del nimero de esporas de estos
hongos en dos periodos diferentes.

MATERIALES Y METODOS

Los estudios referidos al presente trabajo se realizaron
en el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA),
ubicado en el km 3Y2 de la carretera a Tapaste, municipio
San José de Las Lajas, provincia Mayabeque.

El mismo se ejecuto durante los periodos de enero a
mayo y de junio a octubre del afio 2008, con el objetivo
de evaluar el comportamiento de la variabilidad longitudinal
del nimero de esporas en dos épocas del afio.

Se recopilaron los valores de temperatura maxima,
minimay promedio, la humedad relativa promedio y las
precipitaciones medias mensuales correspondientes al
periodo de enero-octubre del 2008 (Tabla I). Tomando
como referencia la Estacion Meteoroldgica namero
78374 ubicada en el km 3% de la carretera a Tapaste,
municipio San José de Las Lajas, provincia Mayabeque.

Se utilizaron canteros de polietileno negro con 15,0 m
de largox 1,0 m de anchoy una altura de 0,20 m, identificados
como C5y 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.
Los canteros se llenaron con un sustrato natural arcilloso,
cuyas caracteristicas se presentan en la Tabla Il.

El pH en H,O se determind por potenciometria,
utilizando una relacion suelo- disolucién 1:2,5. El contenido
de materia organica (% M.O) se determino siguiendo la
metodologia descrita por Walkley y Black y el fésforo
(P,0O,) por Oniani. Los cationes intercambiables se
determinaron por una extraccion con NH AC 1 mol.L*a
pH 7; calcio (Ca) y magnesio (Mg) por Complexometriay
potasio (K) por Fotometria de llama (8).

Tabla I. Variables climatolégicas mensuales durante el periodo experimental del afio 2008

M eses Temperatura (°C) Humedad relativa promedio Precipitaciones medias mensuales
M &xima Minima Promedio (%) (mm)
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
M ayo 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 32,4 215 26,9 80,7 2475
Septiembre 31,1 21,8 26,4 84,5 347,5
Octubre 29,5 20,0 24,6 82,0 120,4

Tabla Il. Caracteristicas quimicas del sustrato utilizado en ambos periodos

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

Enero-Mayo C5 8,0 1,95 5,00 50,00 6,83 0,38 0,41
Enero-M ayo C6 7,9 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
X 8,45 2,15 52,00 36,45 9,55 1,23 0,45
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Se empled un in6culo de HMA que contenia
80 esporas.g™de la cepa Glomus hoi-like (INCAM-4),
suministrado por el cepario de HMA del INCA.

El sustrato se esterilizd con una solucion de formol
(2,5 %) aplicada arazén de 5 L.m™, el cantero se cubrid
cuidadosamente con polietileno negro por 72 horas para
gue accionarala solucién aplicada, posteriormente se destap6
dejandolo reposar por 72 horas hasta expulsar los gases.

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
sembradas a una densidad de 13 g.m?y distribuidas en
siete surcos por cantero. Las semillas fueron recubiertas
con in6culo micorrizico antes de la siembra mediante la
tecnologia descrita por Fernandez y colaboradores (9).
El in6culo sélido se aplico a razon del 10 % del peso de
la semilla.

En el momento de la siembra se aplicaron 150 g de
la férmula completa NPK (9-13-17) en cada canteroy a
los 30 dias de germinadas las semillas, 75 g de Urea
(46-0-0), ambas aplicaciones se realizaron por cantero.
Se aplicé riego manteniendo la humedad del sustrato en
un limite cercano a la capacidad de campo.

Para evaluar el comportamiento del numero de
esporas en ambos periodos, se realizaron muestreos a
los 60, 90y 120 dias de germinadas las semillas, donde
se tomaron tres muestras compuestas por cinco
submuestras en la profundidad de 0-20 cm en cada cantero.

Para la toma de muestras se utilizé una barrena de
6,0 cm de didmetroy 10,0 cm de profundidad. Las esporas
se aislaron por el método de Tamizado himedo y decantado
(10, 11) y se contaron con ayuda de una placa de conteo
de neméatodos, en un microscopio estéreo modelo Stemi
2000-C (40x).

Con el objetivo de determinar la variabilidad espacial
del nimero 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
compuestas, a lo largo del cantero.
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Las muestras compuestas se tomaron en los surcos
dos, cuatro y seis y a cada una se le determiné el numero
de esporas.g™ de sustrato y los contenidos quimicos del
mismo, para determinar la posible influencia de los
contenidos de quimicos sobre la variabilidad del namero
de esporas en el cantero.

Analisis estadistico

La variabilidad del niimero de esporas.g™ de sustrato
alo largo del cantero, se determind mediante el estable-
cimiento del porcentaje de variacion de cada muestra con
el valor promedio, asi como el coeficiente de variacién
obtenido en cada uno de los canteros.

Para evaluar el efecto de los periodos de siembra
sobre el nimero de esporas se compararon las medias
con sus intervalos de confianza al 95 %, mediante una
prueba de Tukey. Se correlaciond, ademas, la variabilidad
existente en la produccién de esporas con la variabilidad
en los contenidos quimicos del sustrato.

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

RESULTADOS Y DISCUSION

En ambos periodos (Figura 1A y B) el nUmero de
esporas obtenido mostré un incremento en el tiempo, lo
cual se encuentra asociado con el propio desarrollo de la
asociacién micorrizicay con el completamiento del ciclo
de vida del hongo.

En la Figura 1A se muestra la dindmica del nimero
de esporas del periodo de crecimiento enero-mayo, este
indicador se incremento lentamente hasta los 60 dias con
la produccion de nuevas esporas. Posteriormente se
refleja otro incremento significativo a los 90 dias y a los
120 dias se alcanzan los mayores valores con
39 esporas.g™ de sustrato, los que mostraron diferencias
altamente significativas con el resto de los momentos de
muestreo.
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Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0,05)

Figural. Dinamicadel nimero de esporas de la muestra compuesta por cinco submuestras en todala profundidad
en los meses de enero a mayo (A) y de junio a octubre (B)
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En el periodo de junio-octubre (Figura 1B) se encontro,
de forma similar, un incremento entre los diferentes
momentos de muestreo, pero en este caso se alcanzaron
diferencias significativas entre los tres momentos. Los
valores alcanzados a los 120 dias fueron de 108 esporas.g™
de sustrato.

Teniendo en cuenta los intervalos de confianza al
comparar los dos periodos de muestreo estudiados se
encontré que los valores de nimero de esporas fueron
estadisticamente superiores en el periodo junio-octubre
en relacién con el de enero-mayo.

Camargo y Esperén (12) 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. Resultados similares fueron encontrados
por otros autores (13) en plantaciones de Brachiaria
inoculadas con cepas eficientes de HMA.

En las Figuras 2 y 3 se presenta una estimacion de
la variabilidad del nimero de esporas.g™ en funcion de la
longitud del cantero. Esta estimacion responde a la
heterogeneidad de este indicador dentro del canteroy la
comparacion entre las medias de cada uno es una medida
de la variacion entre ellos.
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Figura 2. Variabilidad del nimero de esporas dentro
y entre canteros en el periodo de enero amayo

En ambas figuras se puede observar una elevada
variabilidad del nimero de esporas dentro de los canteros,
presentandose un patrén muy similar entre los dos
canteros sembrados en cada momento. Se observé que
los valores individuales se encontraron en un rango aproximado
al £50 % del valor promedio para cada cantero, conducta
gue se produjo en cada periodo de crecimiento.

En el periodo de enero a mayo se alcanzaron valores
de 42 esporas.g™* en el cantero C5y 41 esporas.g*en el
cantero C6, para 1 % de variacion con relacion al valor
promedio de ambos. En el periodo de junio a octubre el
cantero B5 mostrd un valor medio de 108 esporas.g™y
B6 reveld 123 esporas.g™?, para un 6 % de variacion con
relacion al valor promedio de ambos, lo cual indicé una
alta reproducibilidad de los resultados en los dos canteros
evaluados en cada periodo.
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Figura 3. Variabilidad del nimero de esporas dentro
y entre canteros en el periodo de junio a
octubre

La variabilidad del contenido de esporas de HMA
dentro del cantero resulté ser mayor que entre ellos, esto
ocurre debido a los patrones de esporulacion, que pueden
variar a causa de diferentes factores como el movimiento
fisico y la saturacién de agua (14), el pH (15) y la
temperatura (16).

La variabilidad encontrada es una caracteristica de
la variable, dada por su complejidad biol6gica.

Las fluctuaciones en el nUmero de esporas de HMA
podria relacionarse con factores ambientales, estacionales
y del suelo que afectan el proceso de esporulacion del
hongo, ademas del ciclo de vida de la planta huésped y
de la fisiologia propia de la simbiosis (17), todos estos
factores pueden influir sobre la variacion del numero de
esporas.

Teniendo en cuenta que los factores del suelo que
actuan tanto en la formacion como en el funcionamiento
y establecimiento de la simbiosis son: disponibilidad de
nutrientes, reaccion del suelo, concentracion de elementos
metabdlicos, humedad, aireacién y textura del suelo,
microbiota y fauna, temperatura y sistema de manejo (18).
Se obtuvo como resultado en los Andlisis de Correlacion
realizados entre la cantidad de esporas y algunos
indicadores quimicos revelaron resultados poco significativos
(Tabla 111) y con muy bajos coeficientes de correlacion.
La correlacién obtenida con el Mg intercambiable se
encontrd en condiciones de mediana homogenidad de
este nutriente en el cantero (Tabla I11); ya que no fue el
indicador que mayor coeficiente de variacién mostro,
poniendo en duda cualquier interpretacion relacionada con
la influencia de la variabilidad de los indicadores quimicos
sobre la heterogeneidad encontrada en la produccion
de esporas. Se mostré que en este caso, no parece
ser la variaciéon en los indicadores quimicos la causa
de la variabilidad en el nimero de esporas dentro del
cantero.
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Tabla Ill. Coeficiente de correlacion lineal entre el nimero de esporas.g™ e indicadores de fertilidad quimica

del sustrato

Na K Ca Mg P MO pH
NUmero de esporas.g™ (cmol.kg™h) (mg.kg ™) (%) (H,0)
de sustrato -0,531 -0,121 0,329 -0,463(*) 0,420 -0,049 0,444

* La correlacion es significativa a p<0,05

Una vez establecida la variabilidad longitudinal dentro
de los canteros como una conducta generalizada, al
encontrarse en los cuatro canteros muestreados (B5,
B6, C5 y C6) en diferentes momentos, siguiendo un
comportamiento similar en cualquiera de ellos, y al
no encontrarse relaciones de dependencia entre éstay
la variabilidad de los indicadores quimicos del sustrato,
se considera que la variabilidad longitudinal del nimero
de 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 (19).

Los resultados de este trabajo, en estas condiciones
no coinciden con los encontrados por Ettera y Wardle (20),
guienes plantean que la heterogeneidad espacial presente
en lacomposicion del suelo puede ser otro factor que influye
sobre la diversidad de los HMA. Teniendo en cuenta que
sobre la produccién de esporas influyen muchos factores,
podemos concluir que en este caso las variaciones
encontradas en los indicadores quimicos del sustrato no
fueron los causantes de la variabilidad del nimero de
esporas lo que sugiere realizar otras investigaciones para
determinar los factores que mayor influencia presentan
sobre elindicador estudiado en nuestras condiciones.
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